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1. En aras de seguir las recomendaciones de armonización relativa a la nomenclatura 
numérica avalada por la Real Academia de la Lengua Española (RAE), en este 
manuscrito se ha emplea como separador decimal el símbolo punto (.). 
2. En los gráficos presentados a lo largo de este manuscrito en ocasiones se agruparán 
los símbolos para destacar significancia estadística entre los distintos tratamientos o 
concentraciones con el fin de reducir la saturación de la figura. 
Abreviaturas empleadas 
DMEM: Dulbecco’s modified Eagles minimal essential medium 
PBS: Phosphate-Buffered Saline. pH 7.4 
SFB: Suero Feta Bovino. 
MTT: Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio. 
MCS: Esferoides multicelulares 
FDA: Fluoresceína diacetato 
IP: Yoduro de propidio 
DMSO: dimetilsulfóxido  
OPT: o-ftalaldehído 
NEM: N-etilmaleimida 
GSH: Glutatión  
GSSG: Glutatión disulfuro 
ROS: Especies de oxígeno reactivas (reactive oxygen species). 
CCCP: carbonilcianuro-m-clorofenilhidrazona (CCCP) 
ΔΨm: Potencial de membrana mitocondrial 
















1. INTRODUCCIÓN  
1.1. Cáncer 
El cáncer es una condición que engloba a más de 150 tipos de enfermedades diferentes. 
Las células originalmente normales, pierden el control en los procesos de reproducción y 
crecimiento, por lo que se reproducen de forma anormal e incontrolada [1]. Cuando la 
enfermedad progresa, las células cancerosas se extienden progresivamente por el órgano 
al cual pertenecen, y luego, se propagan a órganos próximos o a través de la vía linfática 
o hematológica, también pueden invadir órganos más distantes. Como esas células 
crecen y se reproducen de forma incontrolada, su propagación se da de forma 
desorganizada, lo que da lugar a la formación de una masa tumoral que rompe las 
membranas límites de las diferentes estructuras e invade los tejidos circundantes [2,3]. 
Estas células, además, se reproducen mucho más rápido que las normales, por lo que 
colonizan a los órganos afectados, impidiendo que funcionen de forma apropiada, lo que 
a su vez origina un fallo multiorgánico y la posterior muerte del paciente afectado. Entre 
todos los tipos de cáncer, dependiendo de su origen orgánico tienen diferentes 
características. Así pues, cuando la enfermedad afecta epitelios y/o mucosas se habla de 
carcinomas, cuando afecta al tejido conjuntivo son sarcomas, las relacionadas con la 
médula ósea se conocen como leucemias, el sistema inmunitario se ve afectado por 
linfomas, los huesos por osteomas y los que comprometen al sistema nervioso central se 
conocen como astrocitomas. 
Aunque se sabe que los tumores poseen una gran variabilidad, como consecuencia de la 
transformación genotípica y fenotípica de la célula, también es conocido que todos los 
tumores poseen características comunes. A principios del siglo XXI, Hanahan y Weinberg 
resumieron esas propiedades comunes a seis [4], aunque posteriormente ampliaron la 
lista basándose en nuevos datos del metabolismo de las células cancerosas [5–7]:  
 Las células tumorales tienen la capacidad y el microambiente adecuado para 
emitir señales de proliferación de forma ininterrumpida. 
 Son capaces de evitar el mecanismo de apoptosis celular. 
 Las señales crecimiento aumentan. 
 Se da una inducción de angiogénesis. 
 Las células tumorales invaden tejidos y generan metástasis. 
 Tienen potencial ilimitado de crecimiento. 
 Se desregulan los mecanismos energéticos de la célula. 
 El genoma celular se vuelve inestable, generándose mutaciones 
 Las células tumorales evaden los mecanismos del sistema inmune, evitando así su 
destrucción. 





Estas características permiten comprender la diversidad de neoplasias. 
1.2. Cáncer de pulmón  
El cáncer de pulmón es altamente agresivo. Es el tipo de cáncer que provoca la mayor 
mortalidad en hombres y el cuarto en mujeres a nivel mundial [8,9]. El 90 % de las 
personas que desarrollan cáncer pulmonar son fumadores o exfumadores activos [10], 
mientras que el otro 10 % se puede atribuir a causas genéticas, factores externos o 
incluso a ser fumadores pasivos. Tras el diagnóstico de la enfermedad, el 50 % de los 
enfermos mueren en el primer año, y sólo el 15 % sobreviven más de cinco años. 
A este tipo de cáncer se lo suele clasificar en dos grupos, cáncer pulmonar de células 
pequeñas (SCLC) y de células no pequeñas (NS-CLC). El NS-CLC, a su vez subdividido en 
tres grupos (adenocarcinoma, carcinoma pulmonar de células escamosas y carcinoma 
pulmonar de células grandes), engloba el 85 % de los casos diagnosticados. El carcinoma 
pulmonar de células grandes es el que tiene mayor velocidad de propagación y el 
adenocarcinoma se presenta tanto en fumadores como en no fumadores. 
 El método TNM (Tumor, Node, Metastasis) [11] clasifica el grado de avance de cualquier 
tumor sólido en función de su tamaño, la afectación linfática y de la aparición o no de 
metástasis. Este método está unificado a nivel internacional. 
Categoría T: Tumor primario 
Tx: No es posible valorar el tumor primario. Se observan células malignas en el esputo 
o lavados bronquiales, pero no se puede confirmar por técnicas de imagen o 
broncoscopia.  
T0: No se evidencia tumor primario. 
T1: Tiene un tamaño menor a 3 cm. No ha alcanzado la pleura visceral y no afecta los 
bronquios principales. (T1a: Menor a 2 cm y T1b: entre 2 y 3 cm).  
 T2: Si el tumor tiene, al menos, una de las siguientes características:  
- Mide entre 3 y 7 cm.  
- Involucra un bronquio principal, se sitúa a más de 2 cm de la carina traqueal.  
- Ha crecido hacia el interior de la pleura visceral.  
- Obstruye parcialmente las vías respiratorias, sin colapso ni neumonía  
T2a: menor a 5 cm y T2b: > 5 cm.  
T3: Si el tumor presenta una o más de las siguientes características:  
- Su tamaño es mayor a 7 cm.  
- Ha crecido hacia la pared toráxica interior (diafragma), hacia la pleura mediastínica o 
el pericardio parietal.  
- Invade un bronquio principal y está a menos de 2 cm de la carina traqueal, pero esta 
no se ve afectada.  
- Ha crecido lo suficiente para crear un colapso total del pulmón y provocar una 
neumonía en la totalidad del pulmón.  
- Existen dos o más nódulos en el mismo lóbulo del pulmón.  
T4: Cuando presenta una o más de las siguientes características:  
- El tumor ha crecido hacia el espacio entre los pulmones, corazón o vasos sanguíneos 
grandes cercanos al corazón tales como la aorta, tráquea, estómago, columna vertebral 





- Dos o más nódulos tumorales separados se encuentran en lóbulos diferentes del 
pulmón.  
 
Categoría N: Nódulos 
N0: Cuando no hay propagación en los nódulos linfáticos.  
N1: Cuando el tumor se propaga a nódulos linfáticos dentro del pulmón y alrededor del 
área de los bronquios (ganglios linfáticos hilares). Los ganglios linfáticos se encuentran 
en el mismo lado del tumor primario.  
N2: Cuando los ganglios linfáticos afectados son los de alrededor de la carina o el 
mediastino. Los ganglios linfáticos se encuentran en el mismo lado del tumor primario.  
N3: Cuando se ha propagado a los ganglios cercanos a la clavícula en cualquiera de sus 
lados y a los hiliares o ganglios mediastínicos en el lado opuesto al tumor primario.  
 
Categoría M: Metástasis. 
M0: No hay metástasis.  
M1a: Cuando se producen algunos de estos casos:  
- Propagación al otro pulmón. 
- Se encuentran células malignas en el líquido que rodea al pulmón (derrame pleural 
maligno).  
- Hay células malignas en el líquido que rodea al corazón (derrame pericárdico 
maligno).  
M1b: Cuando el cáncer se propaga a ganglios linfáticos distantes u órganos tales como 
hígado, huesos o cerebro. 
 
1.3. Cifras de cáncer en la República Argentina 
 Incidencia 
De acuerdo con el Instituto Nacional del Cáncer (INC), Argentina presenta una tasa de 
incidencia de 212 casos por 100000 habitantes (considerando ambos sexos y todos los 
tumores a excepción de piel no melanoma), cifra que la posiciona dentro de los países 
del mundo con incidencia de cáncer media-alta (rango 177 a 245.6 por 100000 
habitantes), ubicándola a su vez en el séptimo lugar en Latinoamérica. Esta estimación 
corresponde a más de 125000 casos nuevos de cáncer en ambos sexos por año, con 
porcentajes similares tanto en hombres como en mujeres. 
Según las estimaciones de incidencia del Observatorio Global de Cáncer de la OMS, el 
cáncer de mama es el de mayor magnitud en cuanto a ocurrencia para 2018: con más de 
21000 casos al año, representó el 17% de todos los tumores malignos detectados y 
representando un 32.6% de los cánceres femeninos. Para cáncer colorrectal en ambos 
sexos se estimaron 15692 casos nuevos para el año 2018, concentrando el 13% del total 
de tumores (Tabla 1.3-1). 
En los varones, la mayor incidencia está dada por el cáncer de próstata, con una 
ocurrencia de más de 11000 casos anuales, que representan el 20% de todos los tumores 







Tabla 1.3-1 Distribución absoluta y relativa de casos incidentes de cáncer estimados por la IARC para 




Ambos sexos Hombres Mujeres 
Casos % Casos % Casos % 
Mama 21558 17.2   21538 32.6 
Colon-recto 15692 12.6 8527 14.5 7165 10.8 
Próstata 11600 9.3 11600 19.7   
Pulmón 11595 9.3 7111 12.1 4484 6.8 
Riñón 4889 3.9 3165 5.4 1724 2.6 
Páncreas 4878 3.9 2302 3.9 2576 3.9 
Cérvix 4484 3.6   4484 6.8 
Estómago 3980 3.2 2536 4.3 1444 2.2 
Vejiga 3631 2.9 2789 4.7 842 1.3 
Tiroides 3482 2.8 467 0.8 3015 4.6 
Linfoma No-Hodkin 3405 2.7 1938 3.3 1467 2.2 
Encéfalo y SNC 3001 2.4 1587 2.7 1414 2.1 
Leucemias 2934 2.3 1569 2.7 1365 2.1 
Cuerpo del útero 2412 1.9  0.0 2412 3.6 
Hígado 2343 1.9 1364 2.3 979 1.5 
Ovario 2330 1.9   2330 3.5 
Esófago 2299 1.8 1505 2.6 794 1.2 
Otros 12224 9.8 8103 13.8 4121 6.2 
Total 125014 100.0 58883.0 100.0 66131 100.0 
 
 Mortalidad 
Los datos de mortalidad aportados por la IARC para Argentina en 2018 se resumen en la 
Tabla 1.3-2. 
El cáncer de pulmón representa el mayor número de defunciones por tumores malignos 
en el año 2018 (10662), concentrando el 16% del total de las defunciones por cáncer y el 
19.2% de las muertes por esta causa en hombres. El cáncer colorrectal se ubicó en el 
segundo lugar de frecuencia, con el 12.8% del total de defunciones (8721). 
En mujeres, el cáncer de mama (6380 defunciones), representa el 9.3% del total de las 
defunciones por cáncer – ubicándose, por su frecuencia, en tercer lugar, de importancia 
en ambos sexos, y 19.2% de las muertes por tumores en mujeres. Le siguen el cáncer de 









Tabla 1.3-2 Distribución absoluta y relativa de la mortalidad por cáncer en hombres y mujeres según 
localizaciones tumorales más frecuentes y sexo, estimados por la IARC para Argentina en 2018 tomado de: 
https://www.argentina.gob.ar/salud/instituto-nacional-del-cancer/estadisticas/mortalidad (accesado: 
25/02/2019) 
Sitio tumoral Ambos sexos Hombres Mujeres 
Casos % Casos % Casos % 
Pulmón 10662 15.6 6736 19.2 3926 11.8 
Colon - recto 8721 12.8 4751 13.6 3970 11.9 




Páncreas 4683 6.9 2196 6.3 2487 7.5 
Próstata 3974 5.8 3974 11.3 
  
Estomago 3202 4.7 2060 5.9 1142 3.4 
Riñón 2314 3.4 1566 4.5 748 2.2 
Cérvix 2231 3.3 
  
2231 6.7 
Hígado 2113 3.1 1206 3.4 907 2.7 
Leucemia 2098 3.1 1133 3.2 965 2.9 
Esófago 1891 2.8 1257 3.6 634 1.9 
Otros 12893 18.9 
    
Total 68340 100.0 35056.0 100.0 33284 100.0 
 
 
1.4. Metalofármacos en la química medicinal inorgánica 
Los complejos de metales de transición han sido reconocidos por sus aplicaciones en la 
química medicinal. Los complejos están formados por un metal, el cual es el centro y 
forma enlaces covalentes de coordinación con los electrones libres de átomos como 
nitrógeno, oxigeno, fosforo, azufre, entre otros.  
La formación de este tipo de compuestos modificará las propiedades físicas y químicas 
de cada una de sus partes, e impactará en factores como la estabilidad, solubilidad y 
propiedades biológicas de las partes que lo componen. En la Figura 1.4-1 se muestra una 
representación esquemática de un complejo de coordinación conformado por un ligando 








Figura 1.4-1 Representación esquemática de un complejo de coordinación (circulo amarillo), la mano 
representa el ligando, quien forma uno o varios enlaces covalentes con el ion metálico (representado por 
la esfera violeta), a través de átomos con electrones libres (N, O, S, P). 
 
Los complejos de transición pueden ser catiónicos, aniónicos o neutros y dependiendo 
del tipo del metal incluido se podrán afectar procesos celulares como la división celular, 
expresión genética, citotoxicidad, muerte celular, entre otros [12,13]. Por su parte, los 
ligandos pueden modificar el transporte del metal, inhibición de metaloenzimas y 
cambios en la reactividad general del complejo como estabilización del metal, lipofilicidad 
y estabilidad [14]. 
 
1.5. Cisplatino y complejos relacionados 
El cisplatino fue descripto por primera vez en 1845 por Michile Peyrone [15], la estructura 
química fue dilucidada en 1893 por Alfred Werner, sin embargo, solo fue de interés en la 
clínica a partir de 1970, ganando la aprobación para uso en humanos en 1978 por la FDA 
(US Food and Drug administration) como el primer quimioterapéutico basado en un 
complejo de metales de transición [16]. 
 
 
Figura 1.5-1 Estructura química del cisplatino. 
 
El cisplatino demostró eficacia clínica para el tratamiento de diferentes tipos de cáncer 
incluyendo sarcomas, cáncer de tejidos blandos, óseos, musculares, vasos sanguíneos, 
cáncer de ovario, testículos, cérvix, mama, cabeza, vejiga, cabeza, cuello, esófago, cáncer 





Sin embargo, los efectos adversos asociados al cisplatino, debido a su acumulación renal 
y nefrotoxicidad condujeron a la búsqueda de compuestos con similar espectro de acción 
y eficacia clínica, pero con mejor perfil de farmacoseguridad, lo que dio origen a la 
segunda generación de complejos de platino, en los cuales se hipotetizó que la 
conservación de la parte diamina del complejo y la sustitución de los átomos de cloro por 
grupos más estables, reduciría la toxicidad y haría más predecible el perfil 
farmacocinético del medicamento [18]. El carboplatino (Figura 1.5-2), el cual fue 
aprobado por la FDA en 1989 para el tratamiento de cáncer de ovario, pulmones, cuello 
y cerebro, ofrece ventajas sobre el cisplatino, ya que mostró menos nefrotoxicidad, 
neurotoxicidad y una severidad reducida de las náuseas y el vómito tras su administración 
[19].   
 
Figura 1.5-2 Estructura química del carboplatino. 
 
Finalmente, en 2002 la FDA dio aprobación para uso del oxaliplatino (Figura 1.5-3), el cual 
pertenece a la tercera generación de complejos basados en platino para el tratamiento 
del cáncer, cuya principal característica es su efectividad ante el cáncer de colon, que 
hasta el momento había sido resistente al cisplatino y carboplatino [18,20]. 
 
 
Figura 1.5-3 Estructura química del oxaliplatino. 
 
El mecanismo de acción generalmente aceptado para los complejos derivados de platino 
(II) de la familia del cisplatino, es la formación de aductos estables con el nitrógeno 7 de 
dos guaninas vecinas en la hebra del ADN, lo cual causa un bloqueo en la síntesis del ADN, 
arresto del ciclo celular en la fase G2 e inducción de muerte celular desencadenando 





quimioterapéuticos de tipo alquilantes como la ciclofosfamida, mitomicina, entre otros 
[21]. 
El cisplatino y sus derivados demostraron los efectos benéficos de los complejos de 
metales de transición como agentes farmacoterapéuticos para el tratamiento del cáncer, 
lo que abrió una puerta de una fuente prácticamente ilimitada de posibles agentes 
terapéuticos ya que las combinaciones posibles entre ligandos y metales es 
prácticamente infinita. 
Con el objetivo de reducir los efectos adversos asociados a la acumulación de platino en 
el cuerpo, muchos investigadores optaron por sinterizar complejos que incluyeran 
metales esenciales para el cuerpo humano, que contaran con mecanismos de 
detoxificación propios, conduciendo al desarrollo de complejos de hierro, cobre, vanadio, 
cobalto y zinc [22].  
En los últimos años se han incluido estudios con complejos de metales como rutenio, 
iridio, plata, paladio, galio, titanio y oro [23–27]. 
 
1.6. Cobre 
 Generalidades del cobre. 
El cobre es un elemento traza ubicuo en todos los sistemas vivientes y es un cofactor en 
diferentes enzimas, principalmente como en las que involucran reacciones de tipo 
oxidorreducción y trasporte de electrones. La abundancia promedio de cobre en la 
corteza terrestre es de 55 ppm, la cual es aproximadamente 900 veces menor con 
respecto al hierro [28]. 
En eras primigenias en la naturaleza, se requerían reacciones de tipo oxidación; el 
elemento químico presente con las condiciones necesarias para esto era el hierro, cuya 
forma predominante era el estado II, sin embargo, la evolución de las formas vegetales y 
la aparición del proceso fotosintético, trajeron consigo un drástico aumento de la 
concentración de oxígeno en el globo, lo cual cambió por completo el estado redox de la 
tierra y ocasionó que el hierro presente en la corteza fuera oxidado de su estado II al III, 
donde la forma oxidada ya no estaba disponible dado que precipitó como Fe(OH)3 y 
Fe2O3. Debido al mismo entorno oxidante el cobre también sufrió un cambio y pasó del 
estado I al II, y se hizo disponible en la naturaleza de forma soluble. La presencia del cobre 
II hizo que la naturaleza lo usara como moneda de cambio en la mayoría de sus reacciones 
enzimáticas que involucran procesos de óxido-reducción. [29]. 
 Química del cobre 
 El cobre es un elemento químico que pertenece a la primera serie de transición. Los 
estudios relacionados con el uso de cobre a nivel terapéutico se han basado en los 
estados de oxidación más comunes de este, I y II [30,31]. El cobre (I) tiene una 
configuración electrónica de capa llena d10, lo que hace que él tenga preferencia por 
formar complejos con átomos blandos como azufre, fosforo y nitrógenos aromáticos [32]. 





favorece la formación de entre 4 y 6 tipos de geometrías de coordinación y permite 
sintetizar complejos con una amplia variedad de ligandos, principalmente aquellos que 
aporten átomos como nitrógeno, oxígeno y azufre. También cabe mencionar que los 
complejos formados con átomos divalentes serán más estables, por lo que los complejos 
de cobre (II) ha sido de amplio interés para la química bioinorgánica enfocada en la 
farmacología [30,33]. 
 
Santini, Iakovidis, Marzano e incluso en nuestro grupo hemos publicado revisiones 
literarias en las cuales se muestra el amplio espectro de posibilidades de ligandos que 
pueden formar complejos con cobre y de una manera sistemática “armar” complejos 
para que lleguen a dianas terapéuticas deseadas, adquieran propiedades fisicoquímicas 
determinadas y/o efectos farmacológicos diferenciales [31–33]. 
 
 Homeostasis del cobre 
El cobre es el tercer metal de transición más abundante en el cuerpo humano, luego del 
hierro y del zinc [34]. El porcentaje de cobre en el cuerpo humano es aproximadamente 
1.57x10 % p p . En general, la mayor concentración de cobre se encuentra a nivel 
hepático, seguido por el cerebro, los pulmones, los riñones y ovarios. Cantidades 
relativamente elevadas de cobre también se encuentran en la parte pigmentada del ojo 
[34,35]. 
La principal fuente de cobre para los humanos proviene de la dieta, se encuentra en alta 
cantidad en crustáceos, mariscos, granos y semillas. La absorción del cobre ocurre en el 
estómago y en mayor proporción en el intestino delgado [35]. Los iones cobre, una vez 
que entran en el torrente sanguíneo se unen a transportadores de cobre en para ser 
llevados desde el intestino hasta el hígado, la ceruloplasmina es la mayor responsable del 
cobre en el torrente sanguíneo [34,36].  
El cobre es un metal de transición que se caracteriza por tener un potencial de reducción 
de solo 158 mV, para la dupla Cu (II)/Cu (I) en agua. Su utilidad a nivel biológico deriva 
principalmente de su capacidad para cambiar fácilmente de su forma oxidada a su forma 
reducida. Por esta razón es utilizado por un gran número de enzimas asociadas a 
reacciones de óxido-reducción [37]. 
 
 Regulación intracelular del cobre 
El cobre es un elemento traza esencial vital en todos los organismos vivientes que 
dependen del metabolismo oxidativo [29], se encuentra incorporado de forma 
constitutiva en una amplia variedad de proteínas y como cofactor en varias 
metaloenzimas, además, presenta funciones en formación de tejido conectivo, 
metabolismo del hierro, angiogénesis, respuesta a la hipoxia, señalización intracelular, 





En la Tabla 1.6-1 se enumeran algunas de las enzimas dependientes de cobre que se 
encuentran en células de mamíferos.  
Dada la alta reactividad del cobre, las células han desarrollado mecanismos sofisticados 
para controlar el ingreso, excreción y movimiento de cobre a nivel intracelular. Es 
relevante notar que la gran mayoría del cobre que captado por la célula se encuentra en 
su forma reducida (I), el cual va a ser estabilizado por el microentorno reductor 
intracelular y se unirá  a átomos blandos por ejemplo  de azufre (presentes en el glutatión 
y metalotioneínas), nitrógeno (presente en la chaperona de cobre para la enzima 
superóxido dismutasa (SOD)), esta interacción con átomos blandos favorecerá el traspaso 
del átomo de cobre de una proteína a otra o al sitio en que sea requerido de una manera 
termodinámicamente favorable [39]. Las proteínas involucradas en el transporte 
intracelular de cobre se encuentran resumidas en la Tabla 1.6-2. 
 
Tabla 1.6-1 enzimas dependientes de cobre [40]. 
Enzima Función 
Citocromo c oxidasa Fosforilación oxidativa 
Superóxido dismutasa dependiente de Cu, 
Zn (SOD1) 
Detoxificación de superóxido y 
señalización celular 
Ceruloplasmina (Cp) Ferroxidasa 
Lisil oxidasa (LOX) Entrecruzamiento de colageno y elastina 
Tirosinasa Síntesis de melanina 
Dopamina-β-monoxigenasa Síntesis de norepinefrina 
Enzima peptidilglicina α-amidante Activación de hormonas peptídicas 
Amina oxidasa de cobre Desaminación de aminas 
Factores de coagulación V y VIII Coagulación sanguínea  
 
La captación del cobre a nivel intracelular es predominantemente mediada por el 
receptor transportador de cobre 1 (Ctr1). Se ha reportado que este receptor solo 
transporta el cobre en estado de oxidación 1, el cual es provisto por una cuproreductasa 
y/o por un proceso de reducción químico mediado por compuestos como el ascorbato. 
A nivel intracelular, el cobre (I) es secuestrado por el glutatión reducido (GSH) o 
almacenado en metalotioneínas. Mientras que el transporte del cobre nivel intracelular 
en los lugares requeridos es ejecutado por chaperonas, como CCS hacia la SOD1, por 
COX17 hacia la citocromo C oxidasa o por Atox1 hacia ATP7A para ingresar al complejo 
de Golgi.  De igual manera la excreción de cobre se hace a través de la ATP7A, en vesículas 
formadas en el complejo de Golgi o cuando está incluido en proteínas sintetizadas por la 
célula [38,40,41]. En la Figura 1.6-1 se representa de forma esquemática el movimiento 







Tabla 1.6-2 Proteínas involucradas en la homeostasis intracelular del cobre [40]. 
Proteína Función 
Receptor transportador de cobre 1 (Ctr1) Captación de cobre  
Receptor transportador de cobre 2 (Ctr2) Captación de cobre 
Transportador de metales divalentes 1 (DMT1) Captación de cobre 
Chaperona de cobre para superóxido dismutasa 
(CCS) 
Transporte intracelular del cobre 
ATOX1 
Cox17 
Glutatión reducido (GSH) 
Transporte intracelular del cobre, 
almacenamiento y detoxificación. 
Metalotioneína Almacenamiento y detoxificación 
ATP7A 










 Cobre y enfermedades asociadas 
Enfermedad de Menkes 
La enfermedad de Menkes es un error innato en el metabolismo de cobre, se manifiesta 
en los recién nacidos y se caracteriza por alteraciones en el canal ATP7A. La enfermedad 
se manifiesta con degeneración neuronal, caída de cabello, hipotermia, hipotonía, 
alteraciones musculoesqueléticas, convulsiones mioclónicas, bajas concentraciones 
plasmáticas de cobre y ceruloplasmina. La expectativa de vida de los pacientes sin 
tratamiento es de aproximadamente 3 años [42]. 
Fisiopatológicamente se define por la alteración del transportador citoplasmático de 
cobre, ATP7A, que se encarga de la excreción de cobre a nivel intracelular y el ingreso del 
cobre (I) al aparato de Golgi cuando se requiere sintetizar enzimas y cuproproteínas, en 
la enfermedad de Menkes, este trasportador se encuentra mutado, causando una 
acumulación de cobre en el intestino delgado, pero imposibilitando que el cobre alcance 
a ser biodisponible por lo que paradójicamente causa una deficiencia sistémica de cobre 
[43]. 
El tratamiento farmacológico para la enfermedad de Menkes se basa en la administración 
subcutánea de un complejo de cobre con histidina, con el objetivo de aumentar la 
biodisponibilidad del cobre y reducir los daños a nivel cerebral [44,45]. 
 
Figura 1.6-2  Estructura química del complejo de cobre con histidina para el tratamiento de la enfermedad 
de Menkes. 
Enfermedad de Wilson 
El consumo de cobre en la dieta excede la necesidad metabólica del mismo, la 
homeostasis en el cuerpo de la excreción de cobre se da exclusivamente de forma biliar. 
La enfermedad de Wilson es un desorden hereditario asociado a la alteración de la 
excreción de cobre conduciendo a una acumulación a nivel hepático y cerebral. 
La enfermedad de Wilson se debe a una mutación en el trasportador de cobre ATP7B, 
expresado principalmente en los hepatocitos, el cual es responsable de la ruta secretora 
de cobre hacia la bilis y de la incorporación de este en la apo-ceruloplasmina. La 





neuropsiquiátricas, la aparición de anillos Kayser-Fleischer en la córnea y episodios 
agudos de hemólisis, a menudo asociados con falla hepática aguda [46]. 
La terapia farmacológica de la enfermedad de Wilson se basa principalmente en eliminar 
el exceso de cobre. Se emplean diferentes agentes terapéuticos que forman complejos 
de cobre, entre los que se encuentran como la D-penicilamina, la cual incrementa la 
excreción urinaria del cobre, forma un complejo hidrosoluble construido por dos 
moléculas de penicilamina y un átomo de cobre, la penicilamina también puede inducir 
la síntesis de metalotioneínas para secuestrar el exceso de cobre intracelular [47]. 
La trienitina es un ligando tetradentado, que forma un complejo estable de geometría 
cuadrada planar de cobre por cada molécula de ligando. El complejo es eliminado vía 
urinaria [47]. 
El tetratiomolibdato de amonio es un agente quelante de cobre, en el tracto intestinal 
previene la absorción de cobre proveniente de la dieta. En la Figura 1.6-3 se presenta la 
estructura química de los diferentes quelantes de cobre para el tratamiento de la 
enfermedad de Wilson y en la Figura 1.6-4 se presenta la estructura química de los 












Figura 1.6-4 complejos de cobre con tetratiomolibdato, penicilamina y trientina en el tratamiento de la 
enfermedad de Wilson. 
 
 Complejos de cobre con actividad antitumoral in vitro  
Se han investigado complejos de coordinación de cobre bajo el supuesto de que los 
metales endógenos pueden ser menos tóxicos para las células normales con respecto a 
las células cancerosas. Sin embargo, el cobre también puede ser tóxico debido a su 
actividad redox y afinidad por los sitios de unión que deben ser ocupados por otros 
metales. El metabolismo alterado de las células cancerosas y la respuesta diferencial 
entre las células normales y tumorales al cobre son la base para el desarrollo de 
complejos de cobre dotados de características antineoplásicas. 
A pesar de que la concentración de cobre en el cuerpo humano está estrechamente 
regulada en los niveles de células, órganos y cuerpo, los niveles séricos de cobre fueron 
encontrados alterados en muchos tipos de cáncer,  incluyendo mama [48], próstata [49], 
colon [50], pulmón [51] y cerebro [52]. Las razones de esta elevación parecen estar 
relacionadas con el papel crítico que desempeña el cobre en la angiogénesis [53], que es 
esencial para el crecimiento, la invasión y la metástasis [54]. Por lo tanto, el empleo de 
quelantes de cobre se han postulado de valor terapéutico en el tratamiento de varios 
tipos de cánceres como moléculas antiangiogénicas [55].  
Los complejos de cobre han sido sujetos a numerosos estudios como antitumorales y 
muchos de ellos han demostrado ser activos como agentes anticancerígenos o 





La actividad antitumoral de complejos de cobre con tiosemicarbazonas se ha reportado 
desde 1960 [59] y en la actualidad siguen siendo de interés científico con un desarrollo 
continuado de este tipo de complejos [60,61].  
Nuevos complejos de cobre con tiosemicarbazonas mostraron actividad anticancerígena 
en células de neuroblastoma resistentes a cisplatino a través de inhibición del 
crecimiento celular dependiente de la dosis, arresto del ciclo celular e inducción de 
apoptosis [61]. Se ha demostrado que un complejo de cobre dimérico con la 
tiosemicarbazona derivada de piridoxal induce apoptosis en las líneas celulares humanas 
CEM y U937, pero fue inactivo en las K562. A pesar de esta citotoxicidad carece de 
actividad in vivo en el linfoma TLX5. Además, altera significativamente el ciclo celular en 
las células U937 y CEM, también disminuye la actividad telomerasa de U937. Sin 
embargo, los complejos de cobre con tiosemicarbazonas con piridoxal N-sustituidos  no 
mostraron inhibición de la proliferación en las tres líneas celulares [62]. 
Las isoflavonas pertenecen a una de las subclases de flavonoides que muestran extensas 
actividades biológicas y acciones antitumorales [63,64]. Los complejos del cobre (II) 
demostraron eficacia citotóxica moderada contra cinco líneas celulares del cáncer 
humano (A549, HeLa, HepG2, SW620, y MDA-MB-435), con valores de IC50 en los rangos 
de 10 a 50 μM [65]. Los resultados indicaron que los complejos poseen mayores efectos 
inhibitorios en el crecimiento celular que las isoflavonas libres y los iones metálicos 
correspondientes. Además, por citometría de flujo del contenido de ADN demostró que 
los complejos exhiben un significativo arresto significativo del ciclo celular en la fase 
G2/M y una posterior inducción de apoptosis temprana. 
Otros flavonoides biológicamente activos como hesperidina y apigenina se han reportado 
por exhibir efectos antitumorales contra el cáncer de mama y las líneas celulares de 
hepatoma [66]. Complejos de cobre con hesperidina y apigenina demostraron inhibir el  
crecimiento de las líneas celulares de SGC-7901 y de HepG2 con respecto a los ligandos 
libres [67]. 
En un estudio reciente se ha demostrado que un complejo de cobre (II) con quercetina 
ocasiona el clivaje del ADN plasmídico, produciendo roturas simples y dobles en las 
hebras del ADN, también se intercala entre los pares de bases del ADN e induce daño 
oxidativo en el ADN mediado por la generación de especies de oxígeno reactivas (ROS). 
Además, los experimentos realizados con células A549 confirmaron su actividad 
inductora de apoptosis reduciendo la expresión de la proteína survivina y un aumento en 
la activación de caspasa-3 [68]. 
El ácido santónico se utilizó como ligando en un complejo de cobre (II), el cual demostró 
actividad citotóxica contra cuatro líneas celulares (MC3T3-E1, UMR-106, Caco-2 y TC7) 
[69]. El fármaco antihipertensivo valsartán se usó como ligando en un complejo de cobre 
II a través de su grupo carboxilato dando origen a un complejo binuclear de cobre (II). Se 
demostró que el valsartán en concentraciones hasta 100 mM no tuvo efecto sobre dos 





de cobre mostró actividad antiproliferativa en ambas líneas celulares en el rango 
micromolar [70]. 
Desde hace mucho tiempo, se ha encontrado que el cobre posee una alta afinidad por el 
ADN [71]. Se ha demostrado que los compuestos derivados de cobre interactúan con éste 
de manera no covalente. Las interacciones incluyen la intercalación entre los pares de 
bases, la interacción electrostática y la unión del complejo en los surcos mayores y 
menores del ADN [30]. 
Muchos estudios revelaron que los complejos de cobre promueven el clivaje del ADN 
plasmídico en condiciones fisiológicas de una manera oxidativa [72–74]. Este fenómeno 
ocurre a través de una reacción de tipo Fenton, produciendo ROS como el radical 
hidroxilo [75] o diferentes productos intermedios basados en el estado de oxidación del 
metal, que a su vez, causan la oxidación directa y el corte en el ADN [76]. Como 
consecuencia del daño en el ADN, muchos complejos de cobre activan la vía de muerte 
celular apoptótica, produciendo regulación al alza de las proteínas proapoptóticas (Bax y 
Bak) o la regulación a la baja de Bcl-2 [77].  
Por otro lado, investigaciones recientes han demostrado la capacidad de los complejos 
de cobre para inhibir Topoisomerasas, enzimas que regulan el enrollamiento y 
desenrollamiento del ADN [78]. Los inhibidores de la topoisomerasa han sido postulados 
como fármacos relevantes en la farmacoterapia oncológica. Se encontró un complejo de 
cobre de 2-furaldehídooxina que altera la actividad de la topoisomerasa bloqueando la 
activación de la fosforilación [79].  
Recientemente, una serie de nuevas bases de Schiff de tipo quinolinas y sus 
correspondientes complejos de cobre (II) fueron en células HepG2 como inhibidores de 
la topoisomerasa. Los resultados indicaron que la complejación sirvió para mejorar 
significativamente la citotoxicidad mediada por la inhibición de la síntesis del ADN de 
manera dependiente de la concentración y el tiempo [80]. 
Otro mecanismo por el cual los complejos de cobre ejercen su actividad antitumoral es a 
través de la inhibición del proteosoma. El proteosoma es un gran complejo multi proteico 
localizado tanto en el núcleo como en el citoplasma. La función principal del proteosoma 
es degradar las proteínas no necesarias o dañadas, una reacción química que rompe los 
enlaces peptídicos. El proteosoma es parte de un mecanismo importante por el cual las 
células regulan muchas funciones primarias como proliferación, apoptosis, angiogénesis, 
y metástasis [81]. Se ha demostrado que las células tumorales son más sensibles a la 
inhibición del proteosoma que las células normales. Varios complejos de cobre, como el 
cobre (II) bis-8-hidroxiquinolinato puede inhibir de manera potente y selectiva la 
actividad del proteosoma in vitro e in vivo en las células de leucemia humanas. Ni la 
inhibición del proteasoma ni la apoptosis ocurren en las células natural killer humanas no 
transformadas, inmortalizadas bajo el mismo tratamiento [82]. 
Se ha establecido que ciertos tipos de ligandos orgánicos podrían unirse al cobre presente 
en el interior de células tumorales, formando potentes inhibidores de proteasoma e 





Se ha observado que los complejos ternarios con 1, 10-fenantrolina son inhibidores más 
potentes del proteasoma e inductores de la apoptosis que los complejos binucleares en 
células de cáncer de próstata humano PC-3. Además, los complejos ternarios inhiben la 
actividad del proteasoma previamente a la inducción de la apoptosis en las células MDA-
MB-231 de cáncer de mama, pero no en las células no tumorales MCF-10A, sugiriendo 
que los complejos de cobre con 1, 10-fenantrolina podrían servir como inhibidores 
selectivos del proteosoma e inductores de la apoptosis en células tumorales [83]. Se ha 
hipotetizado que el mecanismo de acción se basa en el hecho de que la fenantrolina 
transporta el cobre al interior de la célula, causando la inhibición directa del proteosoma 
y/o oxidándolo, causando la desactivación del complejo multiproteico. 
Aunque muchos complejos de cobre se han propuesto como prometedores agentes 
citotóxicos con base en los ensayos in vitro, no se han esclarecido totalmente los blancos 
moleculares de estos compuestos y las rutas de señalización celular activado, no 
obstante, se han propuesto parcialmente varios mecanismos de acción (Figura 1.6-5). 
 
 
Figura 1.6-5 Resumen esquemático de los mecanismos de acción ejercidos por los complejos de cobre (II) 






Estudios preclínicos de complejos de cobre (casiopeínas®) 
Las casiopeínas® son una familia de complejos de cobre (II) con fórmula general [Cu(N-
N)(N-O)H2O]NO3 o [Cu(N-N)(O-O)H2O]NO3, siendo los ligandos bidentados N-N son 
heterociclos nitrogenados del tipo 1,10-fenatrolina o 2,2´ bipiridina sustituidos en 
diferentes posiciones con radicales metilo, fenilo o nitro; mientras que el ligando con 
grupos donores del tipo N-O puede ser un aminoácido esencial y el ligando donante O-O 
puede ser acetetilacetonato o salicilaldehído [84]. 
La combinación de los ligandos ha dado origen a un grupo de alrededor de 100 
compuestos agrupados en nueve subclases. En la Figura 1.6-6 se presenta la estructura 
química de algunas casiopeinas®. 
Los autores describieron un mecanismo de apilamiento entre Casiopeinas® y las bases 
nitrogenadas del ADN que produce quiebres en las hebras del ADN. Dicho 
comportamiento ha sido demostrado tanto en el clivaje del plásmido pUC19 como en 
células HeLa. [85,86]. Además, se ha demostrado que los ligandos diiminícos (N-N) 
podrían interactuar con el ADN como intercalantes [74,87–90]. Propiedades 
fisicoquímicas, como la planaridad, la hidrofobicidad y el tamaño del ligando donor de 
nitrógenos, la naturaleza de la coligando, así como la geometría de coordinación del 
complejo metálico, juegan un papel importante en el modo de unión/intercalación de las 







Figura 1.6-6 estructura química de algunas casiopeínas. 
 
 Homeostasis del zinc y complejos relacionados con actividad antitumoral. 
El zinc es un oligoelemento esencial que tiene un rol protagónico en la transcripción del 
ADN y se requiere en numerosos procesos enzimáticos, como parte del centro activo de 
proteínas involucradas en la señalización y la diferenciación celular, así como en la unión 
de ADN con variados elementos reguladores [91,92]. Es un elemento que afecta a 
mediadores clave del sistema inmune, tiene importancia en enzimas, péptidos, citocinas, 
en los reguladores de la activación de células linfoides, la proliferación celular y en 
procesos apoptóticos. Al reducir la cantidad de citocinas inflamatorias, merma el riesgo 
de rebrote del tumor [93–95]. 
Además, el zinc es muy importante en la síntesis de ADN, y un componente integral de 
enzimas que intervienen en la división celular, como la ADN-polimerasa, la transcriptasa 
inversa, la ARN-polimerasa, la tARN-sintetasa y el factor de alargamiento de cadenas 
proteicas [96]. Al tener influencia en algunas de las enzimas que participan en la síntesis 
de ADN y ARN, el zinc está relacionado con el ciclo celular. Además, el zinc ha sido 
identificado como parte de enzimas, participando de forma estructural o participando en 
los procesos catalíticos. Entre esos sistemas enzimáticos, se encuentran la anhidrasa 
carbónica, carboxilpeptidasa, fosfatasa alcalina, oxidoreductasas, transferasas, ligasas, 
hidrolasas, lisasas e isomerasas [97]. 
El hallazgo de esta correlación entre el zinc y los ácidos nucleicos ha sido importante a la 
vista de la observación clínica, ya que ha dejado en evidencia que las funciones celulares 
que implican la replicación de ADN se ven perturbadas con la deficiencia de zinc. Esos 
procesos incluyen el crecimiento celular, procesos inmunitarios, la fertilidad, la 
cicatrización de heridas y los niveles de proteínas [98].  
El cuerpo humano tiene, en promedio, 2-3 g de zinc (después del hierro, es el metal de 
transición con mayor abundancia en el cuerpo humano), y aproximadamente 1 mg/L en 
plasma. Las células cancerosas sólo pueden manifestarse si el entorno lo permite. Por lo 
tanto, el enfoque nutricional de la prevención del cáncer es proporcionar un ambiente 
hostil a las células malignas. Una forma de hacerlo es mejorar la inmunidad general 
utilizando nutrientes como el zinc [99,100].  Cuanto mayor sea el nivel de zinc en el 
cuerpo antes del tratamiento de quimioterapia, mayor probabilidad de remisión [101]. 
La suplementación con zinc puede mejorar el curso clínico en pacientes con cáncer. 
Curiosamente, el Zn(II) también es un fuerte inductor de estrés oxidativo, ya que puede 
desencadenar la producción de ROS a través de vías mitocondriales e interferir con la 
actividad de la cadena de transporte de electrones [102,103]. El Zn(II) también puede 
modular las vías extra mitocondriales involucradas en la generación de ROS promoviendo 
el aumento de la actividad de NADPH oxidasa, la activación de la proteína quinasa C, así 
como la inducción de óxido nítrico sintasa (Nnos), que junto con el anión superóxido 





Se encontró que un complejo de Zn(II) con el ligando 1-hidroxipiridina-2-tiona incrementa 
la concentración intracelular de zinc libre, lo que a su vez produce un efecto 
antiproliferativo de la línea celular de carcinoma pulmonar A549, mientras que no se 
observa ningún efecto tóxico in vivo [107]. Por otro lado, el complejo [Zn(3-
Mepic)2fenantrolina]·5H2O inhibe eficientemente la topoisomerasa I, y es citotóxico 
sobre la línea celular MCF7 [108]. Por su parte, un complejo ternario de Zn(II) con los 
ligandos 1,10’-fenantrolina y ácido etilendiaminoacético, disminuye selectivamente la 
viabilidad celular de la línea MCF7 de cáncer de mama, induciendo arresto del ciclo 
celular [109]. 
 
1.7. Apoptosis y muerte celular 
 Tipos de muerte celular: necrosis y apoptosis  
La necrosis es la muerte celular patológica, se puede reconocer por características 
morfológicas en el citoplasma, pérdida de la estructura normal; en el núcleo, picnosis 
(retracción del núcleo con condensación de la cromatina), cariolisis (disolución del 
núcleo) o cariorexis (fragmentación del núcleo en trozos con cromatina condensada). La 
picnosis, cariolisis y cariorexis son formas diferentes de alteración nuclear, y no 
representan etapas del daño. Las alteraciones citoplasmáticas y nucleares se dan de 
forma paralela, por lo que son coexistentes. 
Al ser un proceso pasivo, la necrosis no requiere de síntesis proteica, lo que causa la 
pérdida de la homeostasia. Hay daño mitocondrial, se compromete la integridad de la 
membrana, hay lisis celular y se libera el contenido celular al medio extracelular [110]. La 
necrosis es la enfermedad patológica más grave a nivel celular. Se excluye de esta 
categoría toda muerte que no sea consecuencia de una enfermedad, por ejemplo, la 
apoptosis que ocurre en la muerte celular normal de los tejidos lábiles, que en 
condiciones normales están sometidos a recambio de células (células epidérmicas, 
epitelio respiratorio y digestivo, eritrocitos, entre otros). También se deja de lado la 
muerte celular debida a la remodelación de órganos en desarrollo. Los procesos de 
muerte celular cadavéricos, tampoco se consideran como muerte necrótica [111]. 
Por su parte, la apoptosis es la muerte celular programada es una forma genéticamente 
definida de suicidio celular. La apoptosis ocurre de forma fisiológica durante la 
morfogénesis, la regulación del sistema inmunitario y la renovación tisular. Algunos 
hechos celulares, como la transformación y la progresión tumoral, pueden ser explicados 
por trastornos en la regulación de los genes responsables de la apoptosis [112]. Los 
mecanismos reguladores de la muerte celular son esenciales para el desarrollo corriente 
y el mantenimiento de la homeostasia. El control del crecimiento celular está regulado 
por genes que generan señales de muerte en estadios definidos de diferenciación y como 
consecuencia de determinados estímulos fisiológicos [113]. La apoptosis es 
desencadenada por diversas señales, tanto fisiológicas como exógenas e interviene en 
múltiples procesos fisiológicos como la embriogénesis, la regulación homeostática, la 





Cuando la apoptosis sufre trastornos en su regulación, se producen diversas 
enfermedades autoinmunes y neurodegenerativas. La apoptosis también participa en la 
eliminación de células defectuosas, por lo que su desregulación puede ser una causa del 
desarrollo de diversos tumores [114]. 
Las características celulares de una célula apoptótica difieren de las de una necrótica. En 
la Tabla 1.7-1, se presentan las diferencias entre la apoptosis y la necrosis [111].  
Tabla 1.7-1. Diferencias entre Necrosis y Apoptosis. 
 Apoptosis Necrosis 
Estímulo Fisiológico Patológico 
Presentación Célula aislada Grupo de células 
Adhesión celular Pérdida precoz Pérdida tardía 
Núcleo Pérdida de límites 
nucleares (cariorrexis) 
Desaparición (cariolisis) 
Fragmentación del ADN Entre nucleosomas Aleatorio 
ADN gel de agarosa Presente Ausente 
Fagocitosis Ausente Presente 
Inflamación Ausente Presente 
 
 Características morfológicas de la apoptosis 
A diferencia de la necrosis, la apoptosis es un proceso activo y como tal, implica la síntesis 
proteica, en la cual el núcleo y el citoplasma celular se condensan. Las características 
fisiológicas muestran condensación de la cromatina nuclear, desintegración nucleolar, 
encogimiento del núcleo, reducción del tamaño citoplasmático y de las organelas, con 
excepción de la mitocondria y los ribosomas. Hay alteraciones del citoesqueleto y un 
aspecto de burbuja de la membrana, aunque esta no llegue a fragmentarse. En las etapas 
finales de la apoptosis se produce una rotura internucleosomal del ADN y se forman 
cuerpos apoptóticos (fragmentos nucleares recubiertos de membrana), que son 
fagocitados sin evidencia de reacción inflamatoria [111]. Otra característica importante 
es que, durante el proceso de apoptosis, la fosfatidilserina deja de estar limitada al citosol 
celular y también queda expuesta en la superficie celular [115]. 
 Caspasas 
Como se dijo en el apartado anterior, la apoptosis es un proceso celular fundamental y 
de alta complejidad. Este proceso permite eliminar células cuyo material genómico está 
altamente dañado, y que por lo tanto no son deseadas en el desarrollo animal. La 
apoptosis también mantiene el equilibrio homeostático del individuo [111]. Hay múltiples 
maneras de iniciación de la apoptosis, por ejemplo, por la unión de determinados 
fármacos a la membrana celular, entre otros eventos [116]. Sin embargo, en la mayor 
parte de los procesos apoptóticos intervienen proteínas denominadas caspasas (cisteínil-
aspartato proteasas). Éstas son un grupo de cisteín-proteasas que escinden las proteínas 
en las posiciones en que existe un grupo aspartato y están implicadas en la activación y 
ejecución del proceso apoptótico. Hay al menos 14 tipos diferentes de estas proteínas en 





procaspasa-3 se procesa por cortes autocatalíticos [117]. Las caspasas tienen un rol 
fundamental en todo el ciclo de vida animal, primero en el proceso embrionario, y 
después en toda la vida del individuo [117]. En mamíferos, la activación de las 
procaspasas, para producir sus caspasas correspondientes (principalmente la 
proacaspasa-3, que produce caspasa-3) genera un rápido desplegamiento de proteínas 
con funciones estructurales, de señalización, así como también enzimas reparadoras, lo 
que, a su vez, modifica la homeostasis de todas estas macromoléculas [112]. 
 Caspasas y cáncer    
El desarrollo del cáncer es impedido por diversos mecanismos implementados en las 
células. Esos mecanismos son capaces de reconocer mutaciones en el código genético y 
activan procesos de reparación genómica cuando esta defectuoso. Esto sucede de forma 
tal, que una célula con su código genético alterado es afectada antes de que el ADN con 
características oncogénicas se herede en la división celular a las células hijas, evitando de 
esta manera la enfermedad. Las caspasas son cruciales en el proceso de la apoptosis, por 
lo que la desregulación de estos sistemas enzimáticos y las vías en las que participan 
pueden generar la persistencia de células con material genético mutado y en 
consecuencia promover la aparición del cáncer [117]. Es indudable la importancia de las 
caspasas en la muerte de las células tumorales, sin embargo, a diferencia de la mutación 
en p53, la mutación de los genes que codifican a las caspasas (CASP) es infrecuente en 
las células tumorales humanas. Se ha demostrado que la inactivación de caspasas 
individuales no suele ser suficiente para interrumpir la cascada de las caspasas [117]. Las 
células cancerosas sobreviven inactivando los mediadores de señalización en las primeras 
etapas de la cascada de las caspasas [118]. Además, se sabe que en una variedad de tipos 
de cáncer se produce una disminución de la expresión de caspasas proapoptóticas [117]. 
Como se dijo, las mutaciones heredadas en genes CASP son relativamente infrecuentes, 
sin embargo, se han encontrado ciertos polimorfismos de caspasa que se cree alteran la 
abundancia y actividad de las caspasas con efectos variados en la creación de los tumores. 
 
1.8. Ciclo celular 
La proliferación celular se da cuando las células aumentan su contenido de moléculas y 
organelas, está acompañada de un crecimiento en la masa y el tamaño de las células. Las 
células duplican su contenido cromosómico y después se dividen originando dos células 
hijas con contenido genético idéntico. La proliferación se da de forma controlada de 
acuerdo con las necesidades generales del organismo [119]. La célula se puede encontrar 
en dos estados: la interfase (no hay división) o en el estado de división o Mitosis (fase M) 
(Figura 1.8-1). La interfase es el estado de la célula comprendido entre dos ciclos de 
mitosis y ocupa casi el 90 % del tiempo que dura el ciclo celular. Este periodo de no 
división engloba las fases G1, S y G2. La fase G1 (G de gap) es la primera del ciclo, en esta 
fase la célula puede quedar en estado de latencia, según el tipo celular, a ese periodo de 
latencia se le conoce como G0. En G1 la célula sintetiza proteínas, ARN y crece. Es el 
periodo que abarca desde que finaliza una mitosis y se da el inicio de la síntesis de ADN. 





síntesis de proteínas y ARN, con el ADN previamente duplicado. La fase G2 se da por 
terminada cuando se condensa la cromatina al inicio de la mitosis. Por último, en la fase 
de mitosis (M), se da la división celular, en la cual una célula eucariótica somática 
progenitora se divide en dos células hijas idénticas. 
La fase M, se divide a su vez en varias etapas, según los diferentes estadios de los 
cromosomas (profase, metafase, anafase y telofase). Finalmente, el ciclo celular cierra 
con la producción de la citocinesis, que se inicia en la telofase mitótica [120]. 
 
 
Figura 1.8-1 Esquema del ciclo celular y la cantidad relativa de ADN. 
 
 Control del ciclo celular  
El ciclo celular se regula de forma heterogénea y depende del tipo de célula. Por ejemplo, 
las células epiteliales se dividen rápidamente, los glóbulos rojos pierden la capacidad de 
dividirse y las células hepáticas rara vez activan el ciclo celular (solo cuando se secciona 
una parte del hígado y hasta que recupera su tamaño original). 
En cada una de las etapas del ciclo celular se hacen comprobaciones de que las células 
cumplan con las condiciones de tamaño, presencia de nutrientes, temperatura, entre 
otras, antes de ingresar en la siguiente etapa del ciclo. Si una célula no cumple estas 
condiciones, su ciclo celular es detenido y la célula deja de crecer o de dividirse [121].  
Este sistema de control del ciclo celular depende de ciertos grupos de genes y de las 
proteínas codificadas por ellos [122]. Se pueden distinguir los siguientes:  
-Genes codificadores de proteínas para el ciclo (enzimas y precursores de la síntesis de 
ADN, enzimas para la síntesis y ensamblaje de tubulina, etc.).  
-Genes codificadores de proteínas que regulan positivamente el ciclo (protooncogenes). 





fase. Genes supresores de tumores. Codifican proteínas que regulan negativamente el 
ciclo. Evitan que la mitosis continúe si se ha producido una alteración del proceso normal.  
Hay unos puntos de control en los que se lleva a cabo la verificación, que asegura la 
fidelidad de replicación y segregación o separación del genoma (separación de los 
cromosomas simples en anafase). Además de detectar fallos, en los puntos de control 
pueden ponerse en marcha mecanismos de reparación. Si una célula normal detiene su 
crecimiento, el ciclo celular se detiene en una etapa tardía de la fase G1, primer punto de 
control del ciclo celular. En algunos casos, las células antes de llegar al primer punto de 
control entran en una fase de latencia (G0), en la cual pueden detenerse por días, 
semanas o incluso años, según el tipo de célula, una vez dejan el estado de latencia 
continúan necesariamente a través del resto de las fases del ciclo, terminando en la fase 
M con la división. La fase G1 se completa de forma rápida. En la fase S empieza la síntesis 
de ADN y de histonas. En esta fase, existe otro mecanismo de control durante el proceso 
de duplicación del ADN que evita que la duplicación se dé más de una vez por ciclo. 
Cualquier error en el proceso de replicación de ADN en la fase S provoca la muerte 
apoptótica de la célula [121]. Después, la célula entra en la fase G2, en la cual hay otro 
punto de control, en el que se comprueba si la célula está por entrar en la fase M, por 
ejemplo, si existe daño en el código genético. Esto garantiza que solo se dividirán células 
que hayan completado la duplicación correcta de su material genético. En las células con 
errores, el ciclo se detiene y no entran a la fase M, sino que se inducen a morir por 
apoptosis [121]. 
  Ciclo celular y cáncer  
El cáncer empieza cuando una célula escapa a los controles de división y muerte celular, 
comenzando a proliferar de forma desordenada y heredando a sus células hijas sus 
mutaciones genéticas. Todas las células que componen un tumor, ya sea benigno o 
maligno, son derivadas de una única célula [120].  
La aparición de un cáncer (carcinogénesis) es la consecuencia de dos procesos que se dan 
de forma sucesiva [119]:  
Aumento descontrolado de la proliferación de un grupo de células, lo que origina un 
tumor o neoplasia. 
Las células tumorales adquieren capacidad invasiva, lo que les permite diseminarse desde 
su sitio de origen en el organismo, para colonizar otros tejidos u órganos y proliferar en 
ellos (metástasis). 
 
1.9. Interacción de los complejos de metales de transición y su potencial mecanismo de 
acción a través de la alteración del balance redox 
 
La generación de ROS en general es un proceso fisiológico normal con varias funciones 





transducción de señales, la regulación de las funciones celulares y la defensa inmune 
[123].  
Los ROS con mayor relevancia fisiológica son el superóxido (), el peróxido de 
hidrógeno (H2O2) y el radical hidroxilo (•). Se ha demostrado que estas especies están 
directamente involucradas en la regulación de diversas vías de transducción de señales 
importantes para la proliferación, diferenciación y muerte celular [123,124].  
El entorno redox dentro de una célula difiere fuertemente en diversos compartimentos 
intracelulares [125]. Las organelas más activas de la célula redox son las mitocondrias, 
que en consecuencia son también los principales generadores intracelulares de ROS 
[126]. En contraste, el citoplasma se caracteriza por niveles bajos de ROS y un medio 
menos activo redox. Por lo tanto, se podría hipotetizar que el citoplasma, por un lado, 
funciona como zona tampón redox entre las organelas celulares y, por otro lado, permite 
la señalización de ROS específica [123].  
La alta reactividad de los ROS hace que sea necesaria una estricta regulación para la 
supervivencia celular. Las células cuentan con sistemas de defensa antioxidantes que se 
encargan básicamente de neutralizar los ROS cuando exceden las concentraciones 
fisiológicas, estos se pueden dividir en cuatro frentes de acción; el primero son las 
enzimas de detoxificación como la superóxido dismutasa (SOD), la glutatión peroxidasa, 
la catalasa, entre otros. En segundo lugar, se tienen los scavengers que son moléculas 
pequeñas “suicidas” que son capaces de aceptar los electrones desapareados o 
radicalarios provenientes de los ROS e inactivarlos (GSH, ácido ascórbico, alfa tocoferol, 
entre otros). La tercera línea actúa a nivel de control de daños con enzimas de reparación 
de biomoléculas importantes como el ADN, lípidos y proteínas. El cuarto y último frente 
se asocia con respuestas adaptativas al entorno prooxidante [127,128]. En la Figura 1.9-1 







Figura 1.9-1 Representación gráfica del balance redox intracelular. 
 
La capacidad de los complejos de metales de transición para alterar el balance redox a 
nivel intracelular ha sido ampliamente estudiada y demostrada [129]. Se ha probado que 
los modos de acción subyacentes son variados y dependen en gran medida de las 
propiedades fisicoquímicas del ion metálico. Especialmente, la dureza y blandura de este 
parece tener un impacto crucial en el comportamiento intracelular de los complejos.  
Los metales de transición (''ácidos''), así como los átomos donantes de los ligandos 
potenciales (''bases'') se pueden clasificar en blandos (carga baja / gran radio iónico), 
intermedios y duros (carga alta / pequeño radio iónico). Según este concepto, los ácidos 
blandos reaccionan más rápido y forman enlaces más fuertes con bases blandas, mientras 
que los ácidos duros reaccionan más rápido y forman enlaces más fuertes con bases duras 
[34]. Por lo tanto, los ácidos blandos Pt(II), As(III) u Au(I) reaccionan fácilmente con bases 
blandas como el GSH que contiene azufre y otras moléculas ricas en residuos de cisteína, 
como la TrxR y las metalotioneínas. 
Esto conduce a la formación de conjugados de GSH y, en consecuencia, el agotamiento y 
la sensibilización celular a ROS [130]. Por el contrario, los iones de metales duros, como 
V(V), Co(III), Cu(II) o Ru(III) tienen menor afinidad por ligandos con donantes blandos, 
como el átomo de azufre en el GSH.  
El agotamiento de este se da por la generación de ROS a través de reacciones de tipo 
Fenton, que conducen en paralelo a la reducción del metal y a la oxidación de GSH a GSSG 
[131]. Una parte importante del modo de acción de varios medicamentos basados en 
metales, relacionados con procesos redox es ampliamente conocida como la hipótesis de 
"activación por reducción" [31]. Este concepto se basa en la idea de aplicar un profármaco 
menos citotóxico, que luego se activa en el espacio reductor intracelular. Especialmente, 
en el caso de los fármacos Pt(IV), Ru(III), Co(III) y Cu(II), se cree que la activación por 
reducción es importante en sus modos de acción [132]. La reducción resulta en una 
mayor reactividad del centro metálico junto con la disociación del ligando. Sin embargo, 
la activación por reducción no necesariamente aumenta la actividad intracelular del 
fármaco metálico per se, sino que también puede contribuir al transporte selectivo y la 
liberación de ligandos citotóxicos dentro del tejido tumoral como se observa para varios 
complejos de cobalto y rutenio [133–135]. 
 
1.10. Inducción de muerte celular a través de especies de oxígeno reactivas (ROS) en 
células tumorales 
En las últimas tres décadas, se ha demostrado que los ROS están involucrados en cada 
etapa del desarrollo del cáncer, a saber, iniciación, promoción y progresión (Ver Figura 
1.10-1). Además, se ha demostrado que los niveles de enzimas antioxidantes como la 






Figura 1.10-1 Diagrama de la relación entre la presencia de ROS y la transformación celular hacia un 
fenotipo tumoral. 
 
Se ha documentado claramente que las células tumorales están bajo un estrés oxidativo 
persistente y que el sistema antioxidante en las células cancerosas sufre un ataque 
constante, ya que tienen que hacer frente a este exceso de ROS que se produce debido 
a la alta tasa de actividad metabólica. Por lo tanto, se ha sugerido explotar esta condición 
diferencial de las células tumorales como una estrategia de tratamiento potencial para el 
cáncer [49]. 
 Se han propuesto dos estrategias principales: 
 Inhibición de las enzimas antioxidantes y del sistema antioxidante en general en 
las células cancerosas. 
 Producción de ROS (H2O2 y/o superóxido) en células tumorales que resulta en 
apoptosis y/o necrosis en células cancerosas. 
Además, el mayor estrés oxidativo en las células cancerosas en comparación con las 
células normales también proporciona condiciones para atacar selectivamente a las 
células cancerosas con agentes que pueden generar más ROS y provocar apoptosis y/o 
necrosis en las células tumorales, mientras que las células normales deben tener 
suficientes enzimas antioxidantes Para hacer frente a la producción extra de ROS. La 







Figura 1.10-2 Mecanismo diferencial de inducción de muerte celular a través de ROS  [49]. 
 
El peróxido de hidrogeno ha sido la especie reactiva de oxígeno de elección para la terapia 
contra el cáncer, debido a su estabilidad aparente en comparación con otras especies 
radicales como el radical hidroxilo y superóxido. Sin embargo, debido a la presencia de 
altas concentraciones de catalasa plasmática y la capacidad de H2O2 para difundirse a 
través de las membranas, es extremadamente difícil lograr cualquier efecto biológico in 
vivo con el uso de solamente H2O2 [136]. Nathan y Cohn emplearon la glucosa oxidasa 
como agente generador de H2O2, lo que produjo actividad antitumoral significativa en 
un modelo de tumor animal [137]. Desde ésta, varios agentes generadores de radicales 
superóxido se han investigado como posibles agentes tumorales [138]. 
También, se ha demostrado que muchos agentes quimioterapéuticos, como la 
doxorrubicina, vinblastina, vincristina y la camptotecina producen su actividad 
anticancerígena a través de la generación de H2O2 o la activación de las vías apoptóticas 
dependientes de éste dentro de las células [139]. Alexandre et al. informaron que la 
acumulación de H2O2 es un paso temprano y crucial para la muerte por cáncer inducida 
por paclitaxel, tanto in vitro como in vivo [140].  
Procarbazina, butionina sulfoximina (BSO) y Motexafin gadolinio son algunos de los 
agentes anticancerosos cuya actividad anticancerígena depende de la producción de ROS 
o de su interacción con las enzimas eliminadoras de estos [141].  
La butionina sulfoximina (BSO) es un inhibidor específico de la gamma glutamil sintetasa 
y, por lo tanto, inhibe la síntesis de novo del glutatión. Varios estudios in vitro e in vivo 
han demostrado que el agotamiento del glutatión con la ayuda de BSO aumenta la 
sensibilidad de las células tumorales a la quimioterapia [142]. Además, se demostró que 
la resistencia a los fármacos citotóxicos como el paclitaxel y cisplatino se correlaciona 
directamente con la capacidad antioxidante total de las células. 
La combinación de trióxido de arsénico con BSO, resultó en una inhibición del crecimiento 
in vitro en líneas celulares de mama, próstata, pulmón, colon, cérvix, vejiga y riñón [143]. 
En la Figura 1.10-3 se presenta un diagrama el cual resume el papel de los compuestos 
de coordinación con metales de transición en la inducción de muerte celular asociada 







Figura 1.10-3 Descripción general sobre el papel de los ROS en la actividad de los complejos antitumorales  
[132]. 
 
1.11. Modelos tridimensionales de cultivo celular (esferoides multicelulares) en estudios 
in vitro 
El cultivo de esferoides celulares tridimensionales está ofreciendo una nueva percepción 
de la biología tumoral, así como información sobre la diferenciación celular, la 
organización del tejido y la homeostasis [144].  
Los esferoides multicelulares han ganado un lugar relevante en la investigación preclínica 
en el desarrollo de potenciales fármacos antitumorales solo en los últimos 10 años, a 
pesar de haber sido utilizados desde hace más de 30 años por los radiobiólogos [145,146]. 
En comparación con los modelos de cultivo bidimensionales, los esferoides tienen la 
capacidad de reproducir de manera más precisa el microentorno tumoral, en particular 
con las alteraciones de la expresión de genes y la sensibilidad a los agentes 
quimioterapéuticos [147]. 
Las células en un tejido neoplásico están organizadas en redes tridimensionales de alta 
complejidad, mostrando gradientes de señales y nutrientes, un mayor contacto entre 
células e interacciones entre las células y la matriz extracelular. La complejidad de esta 
configuración induce el fenómeno resistencia multicelular (RMC) a través de varios 
mecanismos que incluyen [145]:  
 La estratificación celular en una capa proliferante externa, una sección intermedia 
de células quiescentes y una zona central hipóxica y necrótica. 
 Permeabilidad de drogas reducida. 





 Modulación de la expresión de proteínas incluyendo topoisomerasas y enzimas 
de reparación. 
Los cultivos celulares 3D, a diferencia de la tradicional monocapa celular, captura la 
complejidad de los tumores sólidos. La organización concéntrica de las células, así como 
la heterogeneidad metabólica de las células que conforman un esferoide, hacen que éste 
simule los estados iniciales, prevasculares de un tumor solido in vivo, que además dada 
la forma geométrica permite modelar el crecimiento celular, el transporte de oxígeno, 
nutrientes y metabolitos y también el movimiento de células dentro del mismo esferoide 
[148,149]. 
 







Tabla 1.11-1 Comparación de las características claves presentadas por los diferentes modelos de cultivo 
celular con respecto a los tumores in vivo [150]. 
Características Monocapa Esferoides Tumor in vivo 
Restricción espacial. Si No No 
Gradientes de concentración de O2, 
nutrientes y desechos metabólicos. 
No Si Si 
Subpoblaciones clonales heterogéneas. Si Si Si 
Estratificación de poblaciones celulares. No Si Si 





Velocidad de captación de glucosa. Baja Alta Alta 
Perfil de expresión génico. Diferente Similar Similar 
Resistencia a la apoptosis Baja Alta  Alta 
Resistencia multicelular No Si Si 
 
Existen diferentes métodos para el cultivo de esferoides multicelulares los más 
comúnmente empleados se explican brevemente a continuación: 
Gota pendiente: Los esferoides se forman haciendo crecer una pequeña gota de cultivo 
en suspensión de células, que cuelgan en la cara interna de la tapa de una caja de Petri o 
la tapa de una placa multipocillos. Esto conduce a la producción de esferoides con un 
tamaño bien controlado de manera rápida. Esta técnica se puede utilizar para establecer 
cocultivos de diferentes tipos de células. El principal inconveniente de este método es 
que es laborioso y el tratamiento de los esferoides establecidos no es posible a menos 
que los esferoides sean trasladados a otra placa [146,151]. 
Liquid overlay: En esta técnica de formación de esferoides, la suspensión celular se hace 
crecer en una placa de cultivo cóncava hecha con sustratos no adhesivos, como agar / 
agarosa (1–3%), polimetacrilato de hidroximetilo (pHEMA) o Matrigel. Los esferoides se 
forman debido a la agregación homotípica de células en esferas que crecen en tamaño 
con el tiempo, manteniendo las funciones de diferenciación de las células individuales. El 
crecimiento de los esferoides se puede controlar utilizando métodos de análisis estándar 
como microscopía óptica y análisis digital de imágenes. 
Es una técnica simple que permite cocultivos de diferentes tipos de células con facilidad 
de escalado. Sin embargo, está limitada por la variación en términos de tamaño, número 
de células y forma de los esferoides generados, y el número de esferoides producidos. 
Este sistema es más económico que las técnicas de cultivo rotativo, en términos de 
cantidad de medio, nutrientes, suplementos y materiales de ensayo utilizados [151,152]. 
Cultivo rotatorio: En esta técnica de cultivo en 3D, las células forman estructuras en forma 
de esfera en condiciones de agitación continua, debido a la agregación espontánea las 
células, se cultivan en condiciones especiales de agitación a alta velocidad en 
biorreactores con agitación constante, sin unión a ningún sustrato. Por lo tanto, esta 
técnica es adecuada solo para aquellas líneas celulares que pueden soportar una alta 
tensión de cizallamiento. La principal ventaja de esta técnica es que los esferoides crecen 
con tamaño uniforme, con altos rendimientos, donde el movimiento del medio de cultivo 
proporciona un entorno controlado para transportar nutrientes y desechos de la 
superficie del esferoide, imitando el mecanismo de transporte en tumores in vivo. En 
estas condiciones de cultivo, las mediciones de pH, oxígeno, glucosa y nutrientes están 
muy estandarizadas [151,152]. 
En la Figura 1.11-2 se representan de forma esquemática los métodos de cultivo de 







Figura 1.11-2 Métodos de cultivo celular para la obtención de esferoides multicelulares. 
 
1.12. Ligandos de interés biológico estudiados en este trabajo 
 Quinolinas 
 
Figura 1.12-1 Estructura química del núcleo quinolina. 
 
La quinolina o 1-aza-naftalina es un compuesto aromático heterocíclico que contiene 
nitrógeno. Tiene una formula molecular C9H7N y su peso molecular es de 129.16 g/mol. 
El valor de logP es de 2.04, confiriéndole a la quinolina un carácter de base terciaria débil. 
El núcleo quinolina se encuentra en varios compuestos naturales de tipo alcaloides 
derivados de la cinchona y sustancias que muestran una amplia gama de actividad 
biológica. Se ha encontrado que la quinolina posee actividad antimalárica, anticonvulsiva, 
antibacteriana, antifúngica, antinflamatoria, antihelmíntica, cardiotónica, antiviral y 
analgésica [153]. 
El esqueleto quinolina desempeña un papel importante en el desarrollo de fármacos 
antitumorales, ya que sus derivados han mostrado excelentes resultados a través de 
diferentes mecanismos de acción, como inductores de arresto del ciclo celular y 
apoptosis, inhibidores de angiogénesis y la migración celular.  
La quinolina cumple un rol importante en la síntesis de fármacos antitumorales de uso 
clínico como camptotecina, irinotecan, topotecan, entre otros (Figura 1.12-2). También 
se ha encontrado que compuestos derivados de quinolina han mostrado efecto como 
inhibidores de topoisomerasas I y II, proteinquinasas, la farnesiltransferasa, la anhidrasa 





de compuestos relacionados puede conducir al desarrollo de nuevos medicamentos cada 
vez más necesarios en la lucha contra el cáncer. 
 
Figura 1.12-2 Estructura química de compuestos antitumorales que contienen el núcleo quinolina. 
 
La presencia del nitrógeno en el heterociclo ha hecho que la quinolina y sus derivados 
sean aptos como ligandos en la síntesis de complejos de coordinación con una amplia 
variedad de metales, siendo la familia de la 8-hidroxiquinolina la más estudiada, ya que 
la presencia del grupo oxidrilo en la posición 8 al ser desprotonado transforma la 8-
hidroxiquinolina en un ligando bidentado de tipo N,O [156]. 
Los compuestos de esta familia más estudiados como ligandos son la 8-hidroxiquinolina, 
el clioquinol (5-cloro-7-yodoquinoleín-8-ol) y la 8-hidroxi-5-nitroquinolina (ver Figura 
1.12-3).  
La 8-hidroxiquinolina (8HQ) es un compuesto lipofílico con una diversidad de actividades 
biológicas, las cuales se relacionan con su actividad quelante ejerciendo funciones como 
antineurodegenerativo, antitumoral, antimicrobiano, antioxidante, antiinflamatorio y 
antidiabético  [156].  
Los ligandos 8HQ y clioquinol actúan como ionóforos, transportando metales como 
cobre, zinc, cobalto, rutenio, hierro, vanadio, paladio, oro y platino al interior de la célula 
donde ejercen diferentes efectos biológicos, como la inhibición del proteosoma, 
intercalación y clivaje del ADN y alteración del balance redox intracelular, entre otros. Lo 
que ocasiona la muerte celular de manera dependiente o independiente de caspasas. 
También pueden actuar como quelantes de cobre intracelulares y actuar como 





dependientes de cobre como la superóxido dismutasa, SOD1, dependiente de cobre y 
zinc  [156–163]. 
 
Figura 1.12-3 Estructura química de 8-Hidroxiquinolina, Clioquinol y 8-hidroxi-5-nitroquinolina. 
 
 Sulfonamidas 
Las Sulfonamidas conforman una amplia familia de compuestos bioactivos que han sido 
extensivamente empleados en la prevención y el tratamiento de diferentes cuadros 
clínicos, tanto en la medicina humana (ej. sulfametoxazol, sulfadiazina) como en la 
veterinaria (ej. sulfadimetoxina, sulfaquinoxalina). Estos compuestos fueron los primeros 
en ser efectivamente empleados en el tratamiento sistémico de infecciones bacterianas 
en humanos a principios del S. XX [164]. Si bien, rápidamente se generó resistencia por 
parte de los agentes bacterianos, aún en la actualidad se continúan realizando grandes 
esfuerzos, buscando estrategias que permitan burlar dichos mecanismos de defensa de 
los microorganismos. Además del tratamiento en infecciones bacterianas, también han 
tenido un papel destacado como agentes antiparasitarios y coccidiostáticos [164–166]. 
En la Figura 1.12-4 se presenta la estructura molecular de algunos miembros del grupo 
de las sulfonamidas.  
 






Entre las estrategias para el desarrollo de nuevos compuestos derivados de las 
sulfonamidas con potencial actividad biológica, se incluye la preparación de compuestos 
con diferentes sustituyentes alrededor del grupo funcional sulfonamida (R—SO2NH—R’). 
Algunos ejemplos, incluyen la obtención de bases de Schiff, obtenidas de la condensación 
de la sulfonamida a través de alguno de sus sustituyentes amino con un aldehído 
aromático o alquílico [167–173]. 
También se han reportado, numerosos estudios con una serie de compuestos de 
coordinación con diferentes iones metálicos, tanto bivalentes como trivalentes 
[169,174,183,175–182]. La obtención de estos compuestos ha sido de gran utilidad, no 
solo para el mejoramiento de las propiedades biológicas, sino también en otras 
aplicaciones [178,184,193–202,185,203–205,186–192]. 
En el campo biológico, su estudio ha llevado al descubrimiento de compuestos 
promisorios en el tratamiento de algunos tipos de cáncer [169,174,175]. Posteriormente, 
se estudiaron complejos ternarios, incluyendo ligandos auxiliares de diversa naturaleza, 
entre los que predominan ligandos N-donores [176–179]. 
La Sulfaquinoxalina (SDQ; 4-amino-N-2-quinoxalinil - bencenosulfonamida), también 
perteneciente al grupo de las sulfonamidas, es un compuesto que ha tenido gran 
relevancia en la medicina veterinaria al ser empleado como agente coccidiostático [165]. 
Algunos derivados de la quinoxalina mostraron actividad antitumoral in vitro e in vivo 
[206], como inhibidores potentes de la anhidrasa carbónica [207] y altamente selectivos 
de la tirosina quinasa [208,209]. A pesar de saber que las propiedades biológicas del 
ligando podrían ser potenciadas por la complejación de metales de transición, pocos 
compuestos de coordinación con sulfaquinoxalina como ligando, han sido reportados.  
El primero de ellos, fue un complejo polimérico de Cd(II) con interesantes propiedades 
fotoluminiscentes [186]. Posteriormente, fueron descritos dos complejos ternarios de 
Zn(II) incluyendo 1,10-fenantrolina o 4,4’-bipiridina como coligandos [188], las 
estructuras cristalinas de esos compuestos revelaron que el complejo con 1,10’-
fenantrolina es monomérico, mientras que el otro presenta una estructura polimérica. 
Otro de los compuestos que se encuentra en la bibliografía es un complejo binario de 
Ni(II) [210], pero solamente el estudio espectroscópico de infrarrojo y el comportamiento 
térmico (TGA y DTA) del sólido, sin el análisis de su estructura cristalina. Recientemente 
se reportaron unos complejos de Co, Cu y Sn con sulfaquinoxalina como ligando, los 
cuales mostraron interesantes propiedades anti-glaucoma con mejores efectos que los 
medicamentos comerciales [211]. 
Al igual que la sulfadiazina y la sulfaquinoxalina, la Sulfametazina (SMT; 4 - amino - N - (4, 
6 - dimetilpirimidin-2-il) -bencenosulfonamida), también llamada comúnmente como 
sulfadimidina, es un compuesto bioactivo que ha tenido un amplio uso en la prevención 
y el tratamiento de infecciones bacterianas, particularmente en el tratamiento 





forma conjunta con trimetoprima, un agente antibiótico bacteriostático y que potencia 
la capacidad antibiótica de la sulfonamida. 
Se ha estudiado un gran número de derivados de Sulfametazina entre los que se incluyen 
algunos compuestos de coordinación [184,195–198,200–202,212]. La mayoría de esos 
complejos son de Cu (II), incluyendo un complejo binario monomérico 
(Cu(SMT)(NO3)(H2O)2·2H2O), que fue estudiado espectroscópicamente, su estructura fue 
propuesta a partir de los datos espectroscópicos y de cálculos teórico-cuánticos y sus 
propiedades electroquímicas fueron investigadas. También se estudió su capacidad 
antimicrobiana, encontrando que el complejo tiene una acción levemente superior a la 
del ligando libre [196]. El complejo dimérico [Cu(Ac)2(SMT)2·2DMF] y el polimérico 
[Cu(SMT)2·2H2O]∞ fueron ampliamente caracterizados, incluyendo sus estructuras 
cristalinas, propiedades magnéticas y estudios teóricos. Las medidas de susceptibilidad 
magnética mostraron interacciones antiferromagnéticas entre los centros de Cu(II) en el 
complejo dimérico [202]. Por otra parte, se reportaron dos complejos ternarios con los 
coligandos 2,2’-bipiridina y 8-hidroxiquinolina, y se los propuso como candidatos para ser 
utilizados como antimicrobianos y estabilizadores de polímeros [212–214]. 
Otros complejos que han sido reportados incluyen el ion Ni(II) y se han estudiado sus 
propiedades electroquímicas y biológicas. Mansour y coautores, reportaron que un 
complejo de Ni(II) con SMT no mejoró significativamente las propiedades antimicrobianas 
con respecto al ligando libre [196]. En otros estudios, Mansour investigó la acción de 
complejos de SMT con Mn(II), Ru(III) y Pt(II) sobre algunas cepas bacterianas, 
encontrando que los complejos de Ru(III) y Pt(II) al igual que el de Ni(II) también carecían 
de actividad antibacteriana. Este hecho fue atribuido a que la acción antibacteriana está 
relacionada con la forma ionizada de la sulfa, por lo que al estar unida de forma covalente 
con los metales no presenta actividad [197]. Sin embargo, el compuesto de Mn(II) fue 
activo, lo que sugiere que una vez el complejo penetra la membrana celular se disocia 





2. Hipótesis de trabajo 
La complejación de metales de transición con moléculas orgánicas que presentan 
actividad farmacológica per se o con compuestos de interés biológico aptos para 
coordinarse con metales, modificará la actividad propia de los metales o de los ligandos, 
permitiendo obtener compuestos con efectos antitumorales más potentes y/o menos 
tóxicos que los metales y ligandos sin complejar. 
3. Objetivos 
3.1. Objetivo General 
El objetivo general de este trabajo de tesis doctoral es realizar un estudio a nivel de 
biología celular de diferentes familias de complejos de metales de transición y determinar 
su efectos citotóxicos y posibles mecanismos de acción como potenciales agentes 
antitumorales. 
 
3.2. Objetivos específicos 
1. Poner a punto un modelo de cultivo tridimensional de esferoides 
multicelulares, como un modelo tumoral prevascular usando las células de 
fenotipo tumoral A549 (CCL-175). 
2. Determinar la citotoxicidad sobre en modelos de cultivo celular 2D y 3D, de 
fenotipo tumoral, y células normales de los complejos binarios y ternarios 
de cobre con sacarina y glutamina (Cu-sac, Cu-gln y Cu-sac-gln), 6-
metoxiquinolina con cobre, zinc, plata y cobalto (Cu6MQ, Zn6MQ, Ag6MQ y 
Co6MQ) y los complejos ternarios de cobre con sulfametazina – biquinolina 
(SMTCu) y sulfaquinoxalina – biquinolina (SDQCu). 
3. Estudiar los potenciales mecanismos de acción asociados a los 
metalofármacos como: inducción de estrés oxidativo, efecto genotóxico, 
alteración en la proliferación e invasión celular. 
4. Determinar si la combinación de algunos complejos produce un efecto 
sinérgico en la citotoxicidad y además estudiar el potencial efecto 
sensibilizador de los complejos más activos a la radioterapia. 
5. Caracterizar el nivel de lipofilicidad de los complejos derivados de cobre a 
través de cromatografía de capa fina de fase reversa. 
 
 




4. MATERIALES Y MÉTODOS APLICADOS 
4.1. Síntesis química de los diferentes complejos estudiados 
 Síntesis de glutamatos y sacarinatos de cobre 
 
 
Figura 4.1-1 Estructura química de los ligandos Sacarina sódica y glutamina. 
 
Los complejos heterolépticos de cobre con sacarina y glutamina, [Cu(sac)2(H2O)4]·2H2O, 
Cu(gln)2 y Cu(sac)2(gln)2 nombrados de ahora en adelante Cu-sac, Cu-gln y Cu-sac-gln, 
cuyos resultados experimentales se encuentran expuestos en la sección 5.2 fueron 
sintetizados como se describe a continuación. 
El complejo Cu-sac fue sintetizado de acuerdo con lo expuesto por Haider y 
colaboradores. Brevemente, 0.1 mM de CuCl2 se mezclaron con 0.2 mM de sacarina en 
una solución acuosa de carbonato ácido de sodio (NaHCO3), se agitó de forma constante 
hasta la obtención de un precipitado de color azul. Subsecuentemente, el sólido fue 
filtrado, lavado con agua destilada varias veces y secado a temperatura ambiente 
[215,216]. El complejo de glutamina fue sintetizado tal como se ha descripto por 
Deschapms, et. al [217]. 
Para la síntesis del complejo Cu-sac-gln  se siguió la ruta de sintética propuesta por Santi 
[218]. Una solución acuosa1 que contiene 0.4mmol de glutamina fue agregada a una 
solución acuosa1 preparada con 0.2 mmol del complejo precursor [Cu(sac)2(H2O)4]·2H2O 
[215,219]. La mezcla fue agitada durante 30 minutos a 45°C y concentrada hasta la 
formación de cristales de color azul, los cuales fueron filtrados, lavados con agua 
destilada y secados a temperatura ambiente. 
 Síntesis de complejos con 6-metoxiquinolina 
Los complejos de 6-metoxiquinolina con cobre y zinc se realizó de la siguiente manera, 
donde 1 mmol de 6-metoxiquinolina fue agregada a una solución etanólica1 caliente con 
0.5 mmol de cloruro de cobre o de zinc respectivamente. La solución fue agitada durante 
una hora, pasado dicho periodo de tiempo un sólido de color verde oliva precipitó en el 
caso del complejo de cobre y un sólido de color blanco para el complejo de zinc. Ambos 
                                                     
1 Dichas soluciones son preparadas en el menor volumen de solvente posible para disolver el compuesto. 




materiales se lavaron varias veces con etanol y se secaron a 60°C. Para sintetizar el 
complejo de plata (I) se siguió el procedimiento previamente descripto para los complejos 
de cobre y zinc, sin embargo la sal metálica de partida fue nitrato de plata [213]. La 
estructura química de los complejos se encuentra representada en la sección 5.3 
Complejos de 6-metoxiquinolina en la Figura 5.3-1., de igual manera en la Figura 4.1-2 se 
encuentra representada la estructura del ligando empleado. 
 
 
Figura 4.1-2 Estructura química del ligando 6-metoxiquinolina. 
 
 Síntesis de complejos ternarios de 2,2’ biquinolina con sulfonamidas 
 
Figura 4.1-3 Estructura química de los ligandos sulfametazina sódica (SMT), Sulfaquinoxalina (SDQ) y 2,2’ 
Biquinolina (BQ). 
 
Para la síntesis del complejo SDQCu se empleó una solución metanólica de cloruro de 
cobre dihidrato (0.4 mmol) la cual fue agregada gota a gota a una solución metanólica 
caliente de sulfaquinoxalina sódica (SDQ) (0.4 mmol) y 2,2’ biquinolina (0.4 mmol). En el 
caso del complejo SMTCu la sal de cobre fue agregada gota a gota a una solución 
metanólica2 caliente de sulfametazina sódica (SMT) (0.4 mmol) y 2,2’ biquinolina (0.4 
mmol). Para ambos casos las soluciones se mantuvieron en reflujo durante dos horas, 
una vez finalizado dicho periodo una solución de color violeta fue obtenida y filtrada.  
Fueron transferidas a cristalizadores y luego de varios días se obtuvieron sólidos 
cristalinos de color marrón aptos para ser analizados a través de difracción de rayos X. De 
igual manera los complejos fueron complementariamente caracterizados a través de 
técnicas espectroscópicas electrónicas y vibracionales. Información adicional se 
encuentra publicada por Villa-Pérez et. al. en [220]. En la Figura 4.1-3 se representan las 
estructuras químicas de los ligandos empleados en esta síntesis.  
                                                     
2 Dicha solución es preparada en el menor volumen de solvente posible para disolver el compuesto. 




4.2. Evaluación in vitro del carácter lipofílico de los complejos 
Dentro de las características fisicoquímicas más relevantes en el desarrollo de nuevos 
principios activos, la solubilidad y el carácter lipofílico son propiedades que determinan 
considerablemente el desempeño farmacológico en procesos tales como la absorción, 
distribución, metabolismo, eliminación y toxicidad [221]. 
El método más ampliamente difundido para evaluar el carácter lipofílico de una molécula 
es el del frasco de agitación en el cual una sistema heterogéneo de octanol/agua se le 
agrega el compuesto de interés y se agita durante 5 minutos y posteriormente se 
determina la concentración del compuesto en cada fase y se calcula la relación de las 
concentraciones en octanol/agua[222]. Sin embargo, en el caso de los complejos 
estudiados, dada su baja solubilidad se han adoptado técnicas equivalentes 
fundamentadas en los principios de cromatografía de fase reversa ya sea cromatografía 
líquida de alta presión (HPLC) o cromatografía de fase reversa en capa fina (RP-TLC) las 
cuales han demostrado gran robustez en cuanto a los resultados obtenidos [223]. 
En el caso de la cromatografía de fase reversa en capa fina, se emplea como fase 
estacionaria una placa de silica funcionalizada con una cadena de 18 carbonos (C18) la 
cual es una superficie altamente apolar. En el caso de la fase móvil se emplea una mezcla 
binaria de agua o buffer y un solvente orgánico tales como acetona, acetonitrilo o 
metanol [224,225]. 
 =  
Ecuación 1 Determinación de Rf de los complejos en la placa de silica. Donde x es la distancia recorrida por 
el complejo y f es la distancia en cm del frente del solvente. 
 
 = log  1 − 1! 
Ecuación 2 Determinación de "# a partir del valor "$ a través del procedimiento Bate-Smith y Westall. 
 
% =  + '( 
Ecuación 3 Ecuación de la línea recta de la correlación entre "# y la concentración de solvente orgánico 
()). 
 
Experimentalmente, se obtienen los valores de la distancia recorrida por el complejo (x) 
y la distancia en cm del frente del solvente (f) y se calcula  con la Ecuación 1. El valor 
experimental obtenido, , se transforma matemáticamente a través de la Ecuación 2 
en el parámetro % el cual, al ser graficado en función de la fracción del solvente orgánico 
((), se puede establecer una relación lineal la cual es representada en la Ecuación 3. 
La constante de retención cromatográfica ( ) representa el intercepto en la relación 
lineal entre la retención del soluto, % y la concentración del solvente orgánico 
empleado ((). Cuando la concentración de solvente orgánico se extrapola a cero, se 




puede emplear dicho valor como el coeficiente de partición del complejo entre el agua o 
fase polar y la silica o fase estacionaria [226,227]. 
La pendiente (') indica la tasa a la cual la solubilidad del complejo aumenta con los 
cambios en la concentración del componente orgánico y puede ser relacionada con el 
área hidrofóbica superficial de la molécula del complejo.  
Se encuentra entonces, que a mayor valor de  , mayor es la afinidad del complejo por 
la fase estacionaria y en consecuencia se puede inferir que mayor será su lipofilicidad. 
Experimentalmente, los diferentes complejos fueron disueltos con concentraciones de 1 
mg/mL en dimetilsulfóxido. Posteriormente se preparó una dilución 0.1 mg/mL en 
acetonitrilo grado HPLC. 
Como fase estacionaria se emplearon placas de aluminio con silica C18, de 4 x 8 cm y un 
grosor de 150 µm marca Sorbtech (Norcross, Georgia, EE. UU.).  Dos µL de las soluciones 
de cada complejo fueron depositados en la placa cromatográfica. 
La corrida cromatográfica se desarrolló en cámaras de vidrio individuales cargadas y 
previamente saturadas con fases móviles compuestas por una mezcla binaria 
acetonitrilo: agua, donde la concentración de solvente se evaluó entre 40 y 70% con 
incrementos sucesivos de 5%. El   de cada complejo fue determinado bajo la luz UV a 
254 nm y en algunos casos se empleó como revelador universal vapores de yodo 
elemental. 
Los cálculos posteriores y las transformaciones matemáticas se llevaron a cabo 
empleando el software Graphpad Prism. 
4.3. Ensayos de Estabilidad 
Los diferentes estudios de estabilidad se realizaron a través de espectroscopía UV-visible, 
en la cual las soluciones stock de los complejos fueron preparadas en DMSO de la misma 
manera que se utilizaron para los estudios en células, estas fueron luego diluidas en 
buffer fosfato o medio de cultivo DMEM libre de antibióticos y de suero fetal bovino. 
Los experimentos se realizaron a una temperatura de 25°C y los espectros se registraron 
en periodos de tiempo de hasta 24 horas. El descenso de la intensidad de la absorbancia 
fue graficada con respecto al tiempo de manera normalizada como porcentaje, tomando 
como 100% la absorbancia de la muestra a tiempo cero.  
En el caso de emplear medio de cultivo para realizar las diluciones de los complejos en 
este tipo de experimentos y con el fin de evitar interferencias por contaminación 
microbiana, la solución se preparó bajo técnica aséptica y fue fraccionada en varias partes 
que fueron almacenadas a 25°C en tubos estériles herméticamente cerrados. Los 
espectros fueron registrados para cada solución de acuerdo con el diseño experimental 
en un espectrofotómetro Shimadzu UV-Vis spectrophotometer UV-2600. 




4.4. Descripción de las líneas celulares empleadas en este trabajo 
 A549 (CCL-185) 
La línea celular A549 fue aislada por primera vez en 
1972 por D.J. Giard, et al. [228], mediante la 
extirpación y cultivo de tejido pulmonar canceroso 
de un hombre caucásico de 58 años.  Las células 
producidas son células epiteliales basales 
alveolares con un número de cromosomas modal 
de 66. Este tipo de célula en un pulmón normal es 
de tipo escamosa y realiza las funciones de difusión 
de agua, electrolitos y otras sustancias a través de 
la superficie de los alvéolos. 
Las células A549 se han caracterizado a lo largo de los años y son una herramienta valiosa 
en modelos in vitro e in vivo de cáncer pulmonar de células no pequeñas (NSCLC, por sus 
siglas en inglés)[229]. 
  MRC-5 (CCL-175) 
La línea celular MRC-5 fue aislada de un feto de 14 
semanas en 1966 por Jacob y colaboradores. Las 
células son de morfología fibroblástica, derivada 
de tejido pulmonar de tipo normal [230]. Ha sido 
ampliamente usada en la investigación clínica de 
nuevos fármacos y dada su susceptibilidad a ser 
infectada por virus y su analogía con la línea 
celular WI 38 ha sido empleada en el desarrollo de 
bioprocesos relacionado con la producción de 
vacunas en enfermedades como la viruela, 
hepatitis A, rubéola, herpes, adenovirus tipo 4 y 
tipo 7 y rabia [231].   
 
 MG-63 (CCL-1427) 
Esta línea celular derivada de osteosarcoma fue 
aislada de un varón caucásico de 14 años, en 1977 
por Billiau y colaboradores [232] La línea MG-63 es 
ampliamente utilizadas en investigación 
biomédica, en particular en estudios de 




Figura 4.4-1 Morfología células A549 
 
Figura 4.4-2 Morfología células MRC-5.  
 
Figura 4.4-3 Morfología células MG-63. 




 L929 (CCL-1) 
La línea celular L929 es de origen murino con fenotipo normal. La cepa L fue obtenida de 
un tejido normal de un ratón C3H/An, macho de 100 días, la cual fue una de las primeras 
líneas celulares en ser cultivadas de forma continua y el clon 929 (tejido conectivo) fue 
una de las primeras cepas en ser obtenidas a partir de clonación. 
Estos fibroblastos son ampliamente usados para ensayos de biocompatibilidad y 
citotoxicidad (ISO 10993-5 citotoxicidad en dispositivos médicos e ISO 7405 evaluación 
preclínica de dispositivos médicos odontológicos). Además, demostraron tasas de 
crecimiento y respuestas biológicas reproducibles [233]. 
 
4.5. Condiciones de cultivo 
Las células fueron cultivadas en medio de cultivo DMEM adicionado con 100 UI/mL de 
penicilina, 100 µg/mL de estreptomicina. En el caso de las células A549, MG-63 y L929 se 
suplementaron con 10 % v/v de suero fetal bovino, mientras que en el caso de los 
fibroblastos MRC-5 se agregó un 20 % v/v de suero fetal bovino. 
Los cultivos se mantuvieron en botellas plásticas de 25 cm2 y 75 cm2 en una estufa a 37°C 
con atmosfera humidificada y con 5% de CO2. Las células fueron subcultivadas empleando 
TrypLETM cuando alcanzaron entre el 80 y 90% de confluencia. 
 










MG-63 DMEM 10 % 10-30 1:4 
A549 DMEM 10 % 15-35 1:9 
MRC-5 DMEM 20 % 5-10 1:2 
L929 DMEM 10 % 5-15 1:3 
 
4.6. Cultivo de tridimensional de esferoides multicelulares (MCS) 
Los esferoides multicelulares fueron cultivados por medio de la técnica de liquid-overlay 
[152,234], que se describe a continuación. A las placas de cultivo se les realizó un 
recubrimiento de agarosa con dos objetivos: el primero crear un pocillo con fondo en “U” 
y forzar la suspensión de células a depositarse en el fondo y principalmente en el centro 
del pocillo, y el segundo objetivo es obtener una superficie de baja adherencia para las 
células que impida que éstas crezcan en monocapa y en su lugar se agreguen entre sí 
para formar el esferoide. 
 A cada pocillo de una placa de 96 se le agregaron 60 µL de una solución agarosa estéril 
1.5% p/v, esta se dejó gelificar durante 25 minutos en el flujo laminar, posteriormente se 
depositaron 200 µL de suspensión celular con 1500 células (7500 células/mL). Los pocillos 
ubicados en las filas y columnas más externas de la placa fueron llenados con 250 µL de 




agua o PBS estéril con el fin de reducir la evaporación del medio de cultivo de los pocillos 
más internos. La placa se mantuvo en una estufa bajo condiciones estándares de cultivo 
durante 4-5 días, al final de este periodo los esferoides alcanzaron un diámetro promedio 
de 400 µm y se encontraron aptos para realizar experimentos con ellos. En la Figura 4.6-1, 
se puede observar un esquema grafico de la evolución del crecimiento y cultivo de los 
esferoides. 
 
Figura 4.6-1 Esquema de crecimiento de los esferoides multicelulares (MCS) bajo la técnica de liquid 
overlay. 
4.7. Ensayos de viabilidad celular 
  Estudios de morfología celular 
Se utilizó este estudio con el fin de evaluar las diferentes alteraciones morfológicas que 
presentan las células después de ser tratadas con los diferentes complejos. Es una 
herramienta básica y fundamental con la cual se puede evaluar visualmente y de forma 
cualitativa el daño producido en las células y observar estructuras subcelulares relevantes 
tales como la membrana celular, el núcleo y el citoplasma [235]. 
La metodología empleada en esta sección se describe a continuación: 5.0 x 105 células 
fueron depositadas en placas de 6 pocillos (superficie por pocillo de 9.5 cm2), se 
cultivaron bajo condiciones estándar overnight. Al día siguiente con una confluencia de 
entre el 70 y 80% fueron tratadas con los diferentes compuestos en DMEM. Una vez 
terminado el periodo de incubación, el medio fue descartado, la monocapa lavada 
cuidadosamente con PBS dos veces y fijada con metanol frio (-20°C) y durante 10 
minutos, pasado el tiempo de fijación se agregaron 200 µL de Giemsa concentrado y 400 
µL de agua destilada. La solución de Giemsa se descartó y la placa se sumergió en agua 
corriente repetidas veces, hasta que no se observó liberación de colorante. 
Las placas se analizaron con microscopio óptico Olympus BX50 con una cámara digital 
acoplada (resolución de 10 megapíxeles), varios campos visuales fueron fotografiados y 
analizados. 
 Ensayo de cristal violeta 
El ensayo de cristal violeta o violeta de genciana tiene como objetivo determinar a través 
de una medida colorimétrica la cantidad de células vivas remanentes en una población 
celular que ha sido sometida a un estímulo, como es el caso de los experimentos 
enmarcados dentro de esta tesis. 




Las células adherentes al morir se despegan de la 
superficie de las placas de cultivo. Por lo tanto, se 
puede discriminar solo la población que se 
conservó viable (es decir adherida a la superficie 
de cultivo). Dicha característica se usa 
indirectamente para cuantificar la muerte celular 
y determinar diferencias en la proliferación tras 
un estímulo con agentes citotóxicos. Para 
detectar las células que se mantuvieron 
adheridas, estas son teñidas con cristal violeta 
(cloruro de Tris(4-(dimetilamino)fenil) metilo) el 
cual tiene la capacidad de intercalarse en las 
proteínas y el ADN de las células [236].  
A continuación, se describe el procedimiento experimental: 3x104 células se cultivaron 
overnight con DMEM + 10 % SFB en placas de 48 pocillos (superficie 0.8 cm2 por pocillo), 
posteriormente se retiró el medio de cultivo y se reemplazó por 500 µL de diferentes 
soluciones de los complejos preparadas con DMEM libre de SFB durante el periodo de 
incubación deseado (entre 6 y 24 horas). Después de la incubación con los complejos, se 
retiró el medio de cultivo y la monocapa fue lavada con PBS a temperatura ambiente, se 
fijó con glutaraldehído al 5% v/v en PBS durante 5 minutos a temperatura ambiente. 
Luego, la monocapa se tiñó con cristal violeta al 0.5% en metanol durante 10 minutos, se 
descartó el exceso de colorante y la monocapa se lavó exhaustivamente tres veces por 
inmersión en agua corriente y una cuarta vez con agua destilada. Las placas se dejaron 
secar invertidas sobre la mesada y posteriormente el colorante incorporado en la 
monocapa fue extraído con solución de buffer glicina-HCl (0.1M, pH 3) y metanol 30%. La 
absorbancia de las muestras se determinó a 570 nm empleando un espectrofotómetro 
UV-Vis Shimadzu UV-2600. Los cálculos respectivos se realizaron empleando la siguiente 
ecuación, donde las células control se refieren a las tratadas únicamente con 0.5% de 
DMSO como control de solvente. 
% *+,'+-+.,. /0-1-,2 = 3'452',6/+, /é-1-,4 82,8,.,43'452',6/+, /é-1-,4 /56825-  100 
Ecuación 4. Determinación de la viabilidad celular 
 
 Ensayo de MTT  
El MTT es un ensayo colorimétrico sensible y un indicador confiable de la actividad 
metabólica celular, el cual se basa en la reducción de un sustrato inicialmente de color 
amarillo a un colorante violeta, insoluble en medio acuoso. Dicha reducción es llevada a 
cabo por enzimas del tipo oxidoreductasas dependientes de NAD(P)H y de 
deshidrogenasas. Como las células viables serán aquellas que se encuentren 
metabólicamente activas, se puede establecer una relación entre la absorbancia a 570 
Figura 4.7-1  Estructura química del 
cristal violeta o cloruro de Tris(4-
(dimetilamino)fenil) metilo 




nm y la cantidad de células vivas [237]. La reacción del MTT se esquematiza en la Figura 
4.7-2 
 
Figura 4.7-2 Esquema de reducción del MTT al interior de la célula. 
Experimentalmente, la técnica se desarrolló de la siguiente manera. 1x104 células (100 
µL) fueron sembradas en placas de 96 pocillos en DMEM + 10% SFB, se incubaron bajo 
condiciones estándar de cultivo overnight. Posteriormente a cada pocillo se le 
adicionaron diluciones seriadas con DMEM de los diferentes complejos previamente 
disueltos en DMSO (solución stock). Las placas fueron incubadas según el periodo 
deseado. Al finalizar del tiempo de exposición, el medio de cultivo se descartó y cada 
pocillo se lavó con 200 µL de PBS y finalmente se agregaron 100µL de una solución 0.5 
mg/mL de MTT en DMEM. La placa se incubó a 37°C en oscuridad durante 4 horas, se 
descartó el sobrenadante, se lavó la monocapa y se agregaron 100 µL de DMSO para 
disolver los cristales violetas de formazán. Finalmente, la absorbancia de cada pocillo ser 
registró a 570 nm empleando un lector de placas Multiskan FC Thermo. Los cálculos 
respectivos se realizaron empleando la Ecuación 4 , donde las células control se refieren 
a las tratadas únicamente con 0.5% de DMSO como control de solvente. 
 Ensayo Alamarblue™ o resazurina 
Con el fin de determinar la viabilidad de los esferoides multicelulares (MCS) se empleó el 
ensayo del Alamarblue™ o resazurina. 
La resazurina, como se esquematiza en la Figura 4.7-3 es un compuesto de color azul, el 
cual no es tóxico para las células, una vez dentro de las mismas es reducido a resurofina, 
un compuesto de color rojo, el cual exhibe una alta fluorescencia a 590 nm cuando es 
excitado a longitudes de onda entre 530 y 560 nm. Dentro de las ventajas de este método 
se encuentra que la resurofina es excretada extracelularmente por lo tanto no se requiere 
hacer una lisis celular. Asimismo, tanto la resazurina como la resurofina son 
hidrosolubles, lo que permite que ambos compuestos sean solubles en medio de cultivo 
y no se es necesario la utilización de solventes orgánicos. [238–240] 
 





Figura 4.7-3 Reacción de reducción de resazurina dentro de las células. 
 
Experimentalmente se siguieron los siguientes pasos: Los esferoides (MCS) fueron 
cultivados tal como se describe en la sección 4.6 y fueron expuestos a diferentes 
concentraciones de los complejos o drogas durante el periodo de tiempo deseado. Una 
vez finalizada la incubación, se retiraron 150 µL de medio de cada pocillo y fueron 
reemplazados por 150 µL de una solución 400µM de resazurina preparada en DMEM. La 
placa fue incubada overnight en estufa gaseada a 37°C, pasado el tiempo de incubación, 
se determinó la intensidad de fluorescencia de cada pocillo usando espectrofluorómetro 
Shimadzu RF-6000 empleando celdas de cuarzo de 400 µL. La longitud de onda de 
excitación fue de 530 nm y la de emisión se registró a 590 nm. Para cada experimento se 
incluyeron blancos experimentales los cuales contenían DMEM, agarosa y resazurina con 
el fin de determinar la autoreducción de la resazurina durante la incubación, 
adicionalmente se incluyeron controles los cuales se refieren a esferoides tratados 
únicamente con 0.5% de DMSO como control de solvente. 
La viabilidad de los esferoides se calculó empleando la siguiente ecuación. 
% *+,'+-+.,. 04025+.04
= 9-15204/06/+, :;< − 9-15204/06/+, '-,6/59-15204/06/+, :;< /56825- − 9-15204/06/+, '-,6/5  100 
Ecuación 5 Determinación viabilidad esferoides multicelulares. 
 




 Evaluación de la proliferación celular a través del ensayo clonogénico 
Con el fin de determinar los efectos de los diferentes tratamientos, ya sea el de los 
compuestos o la radiación se 
empleó el ensayo clonogénico 
o formación de colonias. Dicho 
experimento permite evaluar 
la habilidad de una única 
célula, de formar a lo largo del 
tiempo colonias que 
contengan como mínimo 50 
células (ver Figura 4.7-4).  
Este ensayo es el método de 
elección para determinar la 
muerte reproductiva de una célula después de un tratamiento con radiación ionizante o 
con otros compuestos citotóxicos. solo una fracción de la población sembrada es capaz 
de retener la capacidad de reproducirse y formar colonias [241,242]. 
El protocolo experimental de plaqueo previo al tratamiento seguido se describe a 
continuación: 150 células (500 µL) por pocillo fueron sembradas la noche anterior al 
tratamiento en placas de 12 pocillos con DMEM + 10% de SFB, al día siguiente el medio 
de cultivo fue reemplazado con diferentes concentraciones de complejos e incubadas 
durante diferentes periodos de tiempo. En parte de los experimentos que se llevaron a 
cabo, las células fueron irradiadas con diferentes dosis de radiación. Este procedimiento 
está descripto en la sección 4.14. 
Una vez que las células fueron expuestas al estímulo citotóxico, el medio fue reemplazado 
por 1.5 mL de DMEM + 10% de SFB y se incubaron bajo condiciones normales de cultivo 
durante dos semanas. Posteriormente, el medio de cultivo fue descartado, las células 
fueron lavadas dos veces con PBS y fijadas con 2 mL de una mezcla de 6% de 
glutaraldehído y 0.5% de cristal violeta durante treinta minutos. Luego, el colorante fue 
eliminado y los pocillos lavados con agua corriente hasta que las colonias formadas 
fueron claramente visibles. Las placas se dejaron secar al aire y luego cada colonia fue 
contada con la ayuda de un estereomicroscopio, teniendo como criterio que cada una de 
las colonias debería estar formada por al menos 50 células. 
Los cálculos de la fracción sobreviviente se realizaron empleando la Ecuación 6 y la 
Ecuación 7. 
=+/+06/+, .0 >-,?105 (=9) =  6úA025 .0 /5-56+,4 52A,.,4.61A025 .0 /é-1-,4 40A'2,.,4. 
Ecuación 6 Determinación de la eficiencia de plaqueo (EF). 
 92,//+ó6 45'20*+*+0680 = Cú%DEF GD HFIFCJKL MFE%KGKL GDLNODL GDI PEKPK%JDCPFCO%DEF GD HéIOIKL LD%QEKGKL R ST  
Ecuación 7 para la determinación de la fracción sobreviviente de células en el ensayo clonogénico. 
 
Figura 4.7-4 Representación gráfica ensayo clonogénico o de 
proliferación celular. 





 Tinción con fluoresceína diacetato y yoduro de propidio en esferoides 
multicelulares (MCS) – Live Dead stainning 
Esta técnica se fundamenta en el empleo simultáneo de dos colorantes fluorescentes, 
como lo son la fluoresceína diacetato (FDA) y el yoduro de propidio (IP), lo cual permite 
discriminar la población de células vivas y de células muertas. 
La fluoresceína diacetato ingresa a la célula por difusión pasiva, una vez dentro, las 
esterasas presentes en el citoplasma hidrolizan los dos grupos acetato dando como 
producto la fluoresceína (ver Figura 4.7-5), molécula que emite fluorescencia en el verde 
(Ex. 490 nm / Em. 525 nm). Dado que la fluoresceína se encuentra en el citoplasma sólo 
va a ser retenida por las células que tengan la membrana intacta, lo que permite 
discriminar la población viable. Por el contrario, el yoduro de propidio es un colorante 
nuclear cargado, que es incapaz de ingresar al interior de células viables. El IP sólo puede 
alcanzar el núcleo celular a través de membranas que han perdido su integridad. 
 
Figura 4.7-5 Reacción de hidrólisis de la fluoresceína diacetato catalizado por las esterasas celulares. 
 
Los esferoides fueron cultivados como se indica en la sección 4.6 y fueron expuestos a 
diferentes concentraciones de los complejos y drogas. Una vez finalizada la incubación 
con los distintos agentes, se descartó entre el 85% y 90% del medio de cultivo y cada 
pocillo se lavó con 100 µL de PBS, posteriormente se extrajeron 100 µL de cada pocillo y 
se agregaron 150 µL de una solución fresca de 8x10-3 µg/mL de fluoresceína diacetato y 
de 2x10-2 µg/mL de yoduro de propidio preparada en DMEM libre de suero fetal bovino. 
Se incubó la placa a temperatura ambiente en la oscuridad durante 5 minutos, a 
continuación, se retiró la solución de tinción y cada pocillo se lavó dos veces con PBS. 
Finalmente, la fluorescencia en los canales para rojo y verde fue registrada usando un 
microscopio invertido de fluorescencia Nikon Ti Eclipse, las imágenes fueron procesadas 
y analizadas con los programas ImageJ y Adobe InDesign.  
4.8. Determinación de estrés oxidativo 
 Determinación de especies reactivas de oxígeno usando citometría de flujo 
La presente técnica se fundamenta en el empleo de 2’,7’-diclorodihidrofluoresceína 
diacetato (H2DCFDA), un sustrato no fluorescente que tiene la capacidad de ingresar a la 




célula a través de difusión pasiva. Una vez dentro de las mismas, los grupos acetilo son 
hidrolizados por esterasas para producir 2’,7’-diclorodihidrofluoresceína, la cual queda 
retenida en el interior de la célula quedando disponible como sustrato en la reacción de 
oxidación mediada por especies de oxígeno reactivas (ROS). Estas especies inducen un 
equilibrio tautomérico cetoenolíco, dando como producto la 2’,7’-diclorofluoresceína la 
cual es un fluoróforo (Ex: 501 nm, Em: 521nm) [243]. En la Figura 4.8-1 se esquematiza 
la reacción llevada a cabo a nivel intracelular. 
 
Figura 4.8-1 Esquema reacción de hidrólisis y oxidación de 2´,7´diclorodihidrofluoresceína diacetato 
(H2DCFDA). 
 
Para esta determinación se siguió el protocolo descripto por Chang [244] con leves 
modificaciones. 3x105 células fueron cultivadas overnight en una placa de 12 pocillos (1 
mL/pocillo), al día siguiente las células fueron expuestas a diferentes concentraciones de 
los complejos o drogas de interés. Una vez finalizado el tratamiento, el medio de cultivo 
fue transferido a tubos de centrifuga de 2 mL, la monocapa remanente fue disgregada 
usando 200 µL de Tryple durante 5 minutos a 37°C. A continuación, se agregaron 300 µL 
de PBS para diluir el Tryple y la suspensión celular fue homogenizada por pipeteo hasta 
que no se observaran cúmulos de células y fue transferida a los tubos de centrifuga que 
previamente contenían el medio de cultivo. Las muestras fueron centrifugadas a 1000 
rpm en una microcentrífuga Hermle Z 216MK durante 5 minutos a 20°C. Posteriormente, 
el sobrenadante fue descartado y las células fueron lavadas 2 veces con 500 µL de PBS e 
incubadas en la oscuridad con 0.1 µM H2DCFDA por 30 minutos. Las muestras fueron 
centrifugadas nuevamente, lavadas con PBS y finalmente, fueron resuspendidas en 300 
µL de PBS y transferidas a tubos de citómetro. 




Controles negativos (células incubadas 1 hora con NAC 5 mM), controles positivos 
(células incubadas 30 minutos con H2O2 0.7 mM), controles de autofluorescencia 
(incubados sin H2DCFDA) y controles de solvente (incubados con 0.5% de DMSO) fueron 
incluidos en cada experimento. Las muestras fueron analizadas usando un citómetro 
Becton Dickinson FACScalibur. Para cada muestra fueron adquiridos 20000 eventos, las 
células fueron excitadas con láser de longitud de onda de 488 nm y registradas en el canal 
FL1. El análisis poblacional fue realizado empleando los programas Flowing 2.5.1 y FlowJo 
10.0. 
 Determinación de la relación GSH/GSSG. 
La presencia del glutatión (GSH) al interior de la célula reviste especial importancia dado 
su rol como defensa antioxidante de tipo no enzimático de las células. El glutatión (γ-
glutamil-L-cisteinil-glicina) es un tripéptido no proteico de tipo tiol, altamente distribuido 
en plantas y animales, el cual es oxidado a la forma GSSG por diferentes agentes, tales 
como las especies de oxígeno reactivas. Tanto los niveles de GSSG como la variación de 
la relación GSH/GSSG se puede correlacionar con la alteración del balance redox dentro 
de la célula, en la Figura 4.8-2 se esquematiza la reacción que sufre el GSH al ser oxidado. 
 
Figura 4.8-2 Esquema de la reacción de oxidación del GSH a GSSG. 
 
La determinación de la relación GSH/GSSG se realiza de manera fluorimétrica siguiendo 
el protocolo reportado por Hissin [245], en el cual el GSH presente en las muestras es 
conjugado con o-ftalaldehído (OPT) a pH 8. Dicho conjugado emite fluorescencia a 420 
nm cuando es excitado a una longitud de onda de 350 nm. La reacción se esquematiza 
en la Figura 4.8-3. 
La determinación del glutatión oxidado (GSSG) se realiza en varias etapas, en la primera 
se hace un enmascaramiento del GSH presente en la muestra con N-etilmaleimida (NEM), 
la cual se une al grupo tiol con el fin de bloquear el átomo de azufre, y de esta manera 
inhibir la reacción con el OPT. En la segunda etapa, se lleva a cabo una hidrólisis alcalina 
para romper el puente disulfuro de las dos moléculas de GSH, que en el último paso son 
conjugadas con OPT. La intensidad de la fluorescencia se determina excitando la muestra 
a 350 nm y registrando la intensidad de fluorescencia a 420 nm. En la Figura 4.8-4 se 
esquematiza gráficamente el procedimiento anteriormente descripto. 





Figura 4.8-3 Esquema reacción de conjugación OPT-GSH. 
 
Experimentalmente se siguió la siguiente metodología, en una placa de 24 pocillos se 
cultivaron 1,5 x105 células por pocillo (500 µL), las células fueron tratadas con diferentes 
concentraciones de los complejos por periodos de incubación que variaron entre 6 y 24 
horas. Una vez concluida la incubación, se retiró el medio de cultivo y la monocapa se 
lavó cuidadosamente con 500 µL de PBS frío, posteriormente las células fueron lisadas 
con 250 µL de Tritón X-100 0.1% (v/v) durante 30 minutos a 8°C protegidas de la luz. 
 
Figura 4.8-4 Esquema reacciones determinación de GSSG. 
Las muestras fueron transferidas a tubos de microcentrífuga de 1.5 mL y centrifugadas a 
1000 rpm durante 5 minutos a 4°C. Para la determinación de GSH, 100 µL del lisado 
celular fueron transferidos a un tubo de vidrio, se agregaron 100 µL de una solución 
metanólica de OPT 0.1% p/v, y finalmente se adicionaron 1.8 mL de buffer fosfato de 
sodio 0.1 M – EDTA 0.05 M, pH 8.0. La solución fue homogenizada y se registró la 




intensidad de fluorescencia usando un espectrofluorómetro Shimadzu RF6000 a 420 nm 
después de excitar la muestra a 350 nm. 
En el caso de la determinación de GSSG, se transfirieron 100 µL del lisado celular a tubos 
de vidrio, se adicionaron 20 µL de una solución etanólica de NEM 0.08 M y se incubaron 
durante 20 minutos protegidos de la luz, se agregaron 1.8 mL de NaOH 0.1 M y 
posteriormente se adicionaron 100 µL de una solución metanólica de OPT 0.1 % p/v. La 
intensidad de la fluorescencia se registró de igual manera al caso anterior. 
Los cálculos correspondientes a la relación GSH/GSSG se realizaron empleando la 
Ecuación 8, donde IF GSH corresponde a la intensidad de la señal derivada de la 
determinación del GSH, IF GSSG corresponde a la intensidad de fluorescencia al ser 
determinada el GSSG y en el denominador la señal de GSSG se divide entre dos con el fin 
de reflejar el número de moles en la muestra, no el número de moles de GSH generado 
tras la reacción de oxidación. 
La señal de un mol de GSSG aparece como la señal de dos moles de GSH; por lo cual la 
medida del glutatión oxidado (GSSG) es dividida entre 2: 
"UVWXYóZ [\][\\[ = (^9 _<) − (^9 _<<_)^9 _<<_2
 
Ecuación 8 Cálculo relación GSH/GSSG. 
 Efecto de scavengers de especies de reactivas de oxígeno en la viabilidad celular 
Dentro de los sistemas biológicos se pueden encontrar pequeñas moléculas con 
capacidad para neutralizar radicales libres en especial especies reactivas de oxígeno, 
nitrógeno y azufre. Entre las más comunes se encuentran la vitamina C y la vitamina E 
(Figura 4.8-5). Estas moléculas reaccionan con los radicales libres para de esta manera 
detener la reacción en cadena y minimizar el daño causado por los ROS  [246]. 
En este caso, con el fin de 
confirmar si las especies 
reactivas de oxígeno 
generadas por los complejos 
empleados tienen un impacto 
en la viabilidad celular, se 
hicieron experimentos en los 
cuales las células fueron 
incubadas con los diferentes complejos y en simultáneo se agregaron 50 µM de vitaminas 
C y E. Se aplicaron las técnicas para la determinación de la viabilidad celular descriptas en 
la sección 4.7. 
 
Figura 4.8-5 Estructura química de las Vitaminas C y E. 




Adicionalmente, con el fin de determinar el efecto 
de la depleción del glutatión en la viabilidad celular 
las células también fueron tratadas con los 
diferentes complejos y pre y/o co-incubadas con 
100 µM de butionina sulfoximina (su estructura 
química se encuentra representada en la Figura 
4.8-6), esta sustancia es un inhibidor selectivo de la 
gamma-glutamilcisteína sintetasa, enzima 
responsable del primer paso en la síntesis de GSH (ver sección 1.10) y de igual manera la 
viabilidad de las células en cultivo se determinó tal y como ha sido expuesto en secciones 
anteriores  [247].  
4.9. Determinación de apoptosis 
 Tinción con Anexina V-FITC y yoduro de propidio 
La inducción de apoptosis o muerte celular programada es un mecanismo provocado por 
la misma célula, con el fin de controlar su desarrollo y crecimiento, y está desencadenado 
por señales celulares controladas genéticamente. En el desarrollo de nuevos fármacos 
antitumorales es un efecto deseado, debido a que se induce una muerte “natural” en una 
población en particular de células. La apoptosis se caracteriza por exhibir una variedad 
de cambios morfológicos entre los que se puede contar: pérdida de la simetría de 
membrana y adherencia, condensación del citoplasma y el núcleo y rompimiento del ADN 
nuclear. Evaluando dichos cambios en el tiempo se puede determinar de una manera 
relativamente fácil el nivel de avance en este proceso. 
Uno de los primeros marcadores de apoptosis es la traslocación de la fosfatidilserina 
desde la cara interna de la membrana celular hacia la externa, la cual, una vez expuesta 
ofrece sitios en los cuales la anexina V (una proteína de unión a fosfolípidos con peso 
molecular 35-36-kDa dependiente de iones de calcio con una alta afinidad por la 
fosfatidilserina) que se encuentra conjugada con el fluorocromo FITC (Isotiocianato de 
fluoresceína). 
 El paso anterior precede 
otros procesos apoptóticos 
más tardíos, como la pérdida 
de integridad de la 
membrana plasmática, cuya 
evaluación se hace a través 
de colorantes vitales como 
el yoduro de propidio, el 
cual es excluido de células 
cuya membrana celular está 
intacta, pero en etapas 
finales de la apoptosis el 
yoduro puede ingresar al interior de la célula y adherirse al ADN y emitir fluorescencia. 
 
Figura 4.9-1 Esquema determinación de apoptosis. 
 
Figura 4.8-6 Estructura química 
Butionina Sulfoximina (BSO) 




En la Figura 4.9-1 se esquematiza de forma gráfica las tinciones y las características 
apoptóticas evaluadas. 
A nivel experimental fue aplicado el protocolo establecido para la utilización del kit para 
detección de apoptosis con anexina V – FITC de BD Biosciences. Se resume brevemente 
a continuación: 2.0x105 células por pocillo fueron cultivadas en placas de 12 pocillos 
(1000 µL) overnight bajo condiciones estándar de cultivo, las células fueron tratadas con 
diferentes concentraciones de complejos a tiempos de incubación deseados. Una vez 
terminado el tratamiento, el medio sobrenadante fue transferido a tubos de centrifuga 
de 1.5 mL y la monocapa celular fue levantada con Tryple (200 µL) durante 5 minutos a 
37°C. Se agregaron 300 µL de PBS y la suspensión celular fue transferida a los tubos 
previamente preparados.  
Las muestras fueron centrifugadas a 1000 RPM durante 5 minutos a 4°C, el sobrenadante 
fue descartado y las células fueron lavadas con 500 µL de PBS, las células fueron 
resuspendidas y centrifugadas nuevamente. El PBS fue descartado y se agregaron 100 µL 
del buffer de unión y la suspensión celular fue homogenizada. De manera consiguiente, 
se agregaron 2 µL de anexina FITC a cada tubo y las muestras fueron transferidas a tubos 
aptos para citometría e incubados protegidos de la luz durante 30 minutos a temperatura 
ambiente. 
Finalmente, antes de la medición se agregó 1 µL de yoduro de propidio (1 mg/mL). De 
cada muestra se adquirieron 20000 eventos y las intensidades de fluorescencia fueron 
registradas en los canales FL1 y FL2 de un citómetro de flujo BD FACScalibur. 
 Determinación de caspasa 3 activa 
La familia de cisteína proteasas caspasas es una familia de enzimas pertenecientes al 
grupo de las cisteín-proteasas, caracterizadas por presentar un residuo de cisteína que 
media la ruptura de otras proteínas que desempeñan un papel clave en la apoptosis y la 
inflamación. La caspasa-3 es una proteasa clave que se activa durante las primeras etapas 
de la apoptosis y, como otros miembros de la familia de las caspasas, se sintetizan como 
una pro-enzima inactiva que se procesa en las células experimentando apoptosis por 
autoproteólisis y / o escisión por otra proteasa. La caspasa-3 activa, un marcador para 
células que experimentan apoptosis, consiste en de un heterodímero de subunidades de 
17 y 12 kDa que se deriva de la proenzima de 32 kDa. La caspasa-3 activa escinde 
proteolíticamente y activa otras caspasas, así como objetivos relevantes en el citoplasma, 
por ejemplo, D4-GDI y Bcl-2, y en el núcleo (por ejemplo, PARP). En este experimento 
solo se determina selectivamente la caspasa-3 activa. 
El protocolo experimental empleado fue el recomendado por el proveedor del kit 
caspase-3 active assay (BD-biosciences, New Jersey, EE. UU.). Brevemente, 1.5 x105 
fueron cultivadas en placas de 12 pocillos overnight, posteriormente fueron expuestas a 
diferentes concentraciones de los complejos y tratadas durante diferentes periodos de 
tiempo. Las células fueron levantadas empleando 100 µL de Tryple™ e incubadas durante 
5 minutos a 37°C, luego se agregaron 400 µL de PBS y la suspensión celular fue transferida 
a tubos de centrifuga de 1.5 mL. En el caso de los esferoides, estos fueron cultivados tal 




como se describe en la sección 4.6 y fueron expuestos a diferentes concentraciones de 
complejos. Una vez finalizado el periodo de incubación, 5 esferoides por cada 
concentración fueron transferidos a tubos de centrifuga de 1.5 mL, y con el fin de disociar 
las células se agregaron 150 µL de tripsina 3X. Los tubos se incubaron 5 minutos a 37°C, 
luego cada tubo fue homogenizado utilizando un agitador tipo vortex, y cuando no se 
observaron cúmulos de células se agregaron 600 µL de DMEM + 10% de suero fetal 
bovino. 
La suspensión celular, tanto de los experimentos en monocapa como en esferoides fue 
centrifugada durante 5 minutos a 1000 RPM a 4°C, el pellet fue lavado 2 veces con PBS 
frio. Las células fueron resuspendidas en 100 µL de la solución BD Cytofix/Cytoperm™, 
luego las células fueron incubadas 20 minutos en hielo, y nuevamente centrifugadas y 
lavadas dos veces con 250 µL de la solución BD Perm/Wash™. Las células fueron 
resuspendidas en 250 µL de la última solución y 10 µL del anticuerpo anti-caspasa 3 
fueron agregados e incubados durante 30 minutos a temperatura ambiente. Finalmente, 
las células se lavaron con 500 µL de la solución Perm/Wash™ y fueron resuspendidas en 
300 µL de ésta última solución y analizadas a través del citómetro de flujo en el canal FL1, 
por cada ensayo se analizaron 2.0x104 células. 
4.10. Evaluación del ciclo celular 
Como se ha expuesto en la 
sección 1.8 las células siguen una 
serie ordenada de procesos 
estrictamente controlados con el 
fin de dividir y duplicar su ADN y 
autorreproducirse para formar 
dos células hijas. 
La posibilidad de alterar de una 
manera controlada esta serie de 
procesos ofrece una potencial 
herramienta terapéutica en el 
tratamiento del cáncer, por lo 
cual es una prueba necesaria en 
la evaluación de los mecanismos 
de acción. 
Uno de los marcadores representativos de este proceso es la cantidad relativa de ADN 
presente en cada célula a lo largo del ciclo celular, lo cual brinda una herramienta a nivel 
de investigación para hacer un seguimiento de dicho fenómeno. Por tanto, realizando 
marcaciones del ADN con colorantes fluorescentes como el yoduro de propidio y el DAPI, 
entre otros, se puede correlacionar la cantidad de ADN con la intensidad de fluorescencia. 
Al analizar la población celular en un citómetro de flujo, el histograma mostrará una 
distribución bimodal (ver Figura 4.10-1). En la fase G1 la célula se encuentra 
metabólicamente activa, pero no se está replicando el ADN, por lo tanto, su contenido 
de ADN puede ser representado como 2n (n es el contenido de DNA haploide en el 
 
Figura 4.10-1 Esquema representativo correlación entre la 
cantidad relativa de ADN y las fases del ciclo celular. 




genoma), en la fase S o de síntesis el material genético se reproduce por lo tanto su 
cantidad incrementará con respecto a G1 y por lo tanto su fluorescencia. Finalmente, en 
la fase G2 la célula sintetiza proteínas para iniciar la mitosis y tiene el doble de ADN (4n) 
esta cantidad relativa de ADN se mantendrá también durante la fase M hasta que se 
ocurra la citocinesis. 
El procedimiento experimental aplicado fue el siguiente: 1.5 x105 células fueron 
cultivadas en placa de 12 pocillos overnight, las células fueron tratadas con los complejos 
por distintos periodos de tiempo. Una vez finalizado el tratamiento, el sobrenadante de 
las células fue transferido a tubos de centrifuga de 1,5 mL. La monocapa celular fue lavada 
con PBS y se agregaron 100 µL de Tryple y se incubó durante 5 minutos a 37°C, luego se 
agregaron 500 µL de PBS, se homogenizó la suspensión celular con pipeta y fue 
transferida a los tubos de centrifuga. 
Las muestras fueron centrifugadas durante 5 minutos a 2500 rpm y el sobrenadante fue 
descartado, el pellet se lavó con PBS (1 mL), se centrifugó y eliminó el sobrenadante. 
Posteriormente a cada tubo se le agregó gota a gota un mililitro de etanol absoluto frio 
(-20 °C), la suspensión se homogenizó suavemente con vortex (5 segundos) y se 
incubaron las muestras durante 2 horas a 8 °C. Los tubos se centrifugaron y el 
sobrenadante fue descartado y lavado con 500 µL de PBS/EDTA 2 mM. La muestra se 
centrifugó nuevamente y las células fueron resuspendidas en 300 µL de la solución 
PBS/EDTA 2mM. Con el fin de eliminar la interferencia de ARN se agregaron a cada tubo 
15 µL de una solución RNAsa (1 mg/mL) y las muestras se incubaron 20 minutos a 37°C. 
Las células fueron teñidas con 15 µL de una solución 1 mg/mL de yoduro de propidio, 
overnight a 8°C. 
Las muestras fueron analizadas en citómetro de flujo en el canal FL3 en formato lineal, se 
analizaron 10000 eventos por muestra y el análisis de datos se realizó con el software 
Flowjo 10. 
4.11. Ensayos de genotoxicidad. 
 Electroforesis en gel de una única célula (Ensayo cometa) 
El ensayo de electroforesis de una única célula (Ensayo Cometa) es utilizado para detectar 
quiebres simples y dobles del ADN y sitios lábiles al álcali [248]. Teniendo en cuenta el rol 
de las especies de oxígeno reactivas como agentes que potencialmente pueden inducir 
oxidación a nivel del ADN, se utilizó la digestión con la enzima EndoIII (ec 4.2.99.18), una 
enzima reparadora del ADN de Escherichia coli que escinde bases purínicas oxidadas, en 
particular, 8-oxo-7,8-dihidroguanina (8-oxo-Gua), y formamidopirimidinas, aunque 
también ataca aductos de guanina N7 de anillo abierto producidos por agentes 
alquilantes [249]. Por lo tanto, la incubación con esta enzima produce un aumento de los 
quiebres en la hebras de ADN con respecto a las no incubadas y se puede correlacionar 
un el daño causado por los ROS en el ADN a través de esta experiencia. 
Las células se subcultivaron en placas de 12 pocillos (40000 células/pocillo) y fueron 
tratadas con el compuesto de interés, usando concentraciones inferiores al IC50. Luego 
las células se resuspendieron en 80μL de 0.5 % de agarosa de bajo punto de fusión y 




rápidamente se colocaron sobre portaobjetos tratados previamente con 1% de agarosa 
de punto de fusión normal. Los portaobjetos se prepararon por duplicado, uno se usó 
para evaluar los quiebres simples en la hebra de ADN y el otro se incubó con EndoIII para 
evaluar la presencia de bases oxidadas. 
Las muestras se colocaron a 4 °C por 5-10 minutos y luego se sumergieron en solución de 
lisis a 4°C (2.5 M NaCl, 10 mM Tris-HCl buffer, 100 mM Na2EDTA, 1% Tritón X-100, 10% 
DMSO a un pH de 10) al menos por 1 h para lisar las células, desnaturalizar las proteínas 
y desenrollar las hebras de ADN. Los portaobjetos se lavaron tres veces con buffer HEPES 
(0.1 M KCl, 0.5 mM Na2EDTA, 40 mM HEPES-KOH y 0.2 mg/mL de albúmina sérica bovina 
con pH 8.0). Luego, fueron incubadas a 37°C por 45 minutos con la enzima disuelta en 
buffer HEPES o con el buffer sólo. Posteriormente las muestras se colocaron en buffer de 
electroforesis (1mM Na2EDTA, 300mM NaOH, pH 12.7) por 20 minutos y se realizó la 
corrida electroforética a 25V (≈ 0.8V/cm) por 30 minutos a 4 °C, en la oscuridad. Luego, 
los preparados se neutralizaron con buffer TRIS-HCl, se tiñeron con SYBR Green 1X y se 
analizaron en microscopio de fluorescencia (λ excitación = 498 nm y de λ emisión = 522 
nm). Un pulso de 20 minutos con 10 µg/mL de bleomicina antes de levantar las células 
fue empleado como control positivo. 
 Las células con mayor daño del ADN mostraron mayor migración del material genético 
que se pudo visualizar como la “cola” de un cometa. Se midieron las longitudes de las 
colas de al menos 100 células, así como la intensidad de fluorescencia. Se calculó el “Tail 
Moment” como la longitud de la cola por la cantidad de ADN en la cola (intensidad de 
fluorescencia) utilizando el Comet Score™ Freeware v1.5. 
  Ensayo micronúcleo. 
El ensayo de MN permite evaluar el daño producido por agentes aneugénicos y/o 
clastogénicos.   Durante la división celular el ADN se replica y divide equitativamente 
dando lugar a dos células hijas idénticas; este proceso puede producirse de manera 
errónea debido al quiebre en algún cromosoma (efecto clastogénico), o por separación 
de alguno de ellos (efecto aneugénico). Cuando esto ocurre, el material genético que se 
desprende y que, por tanto, queda excluido, no se incorpora correctamente al núcleo de 
la célula hija, y origina un nuevo núcleo de menor tamaño que el primario, denominado 
“micronúcleo” (MN), visible fácilmente al microscopio óptico [250]. 
Brevemente, las células se sembraron en placas de 6 pocillos (4x104 células/ pocillo) por 
24 h. Se cambió el medio por otro que contiene la sustancia de interés y citocalasina B (3 
µg/mL) y se incubó a 37°C en 5% CO2. Luego del tratamiento, se las trató con solución 
hipotónica y posteriormente fueron fijadas con metanol-ácido acético (3:1).  Los 
preparados se secaron y se tiñeron con Giemsa 5% para la observación al microscopio. 
Se analizaron 500 células binucleadas por pocillo [251]. 
4.12. Invasión de esferoides en geles de colágeno 
Una de las mayores complicaciones del cáncer se relaciona con la metástasis, en la cual 
células migran desde un punto dentro del organismo a otro a través del torrente 
sanguíneo, ocasionando una invasión de otros órganos no afectados inicialmente. Por lo 




cual es importante evaluar si las nuevas sustancias bajo investigación tienen la capacidad 
de evitar que las células migren del punto inicial de crecimiento hacia otro. 
Siendo los esferoides un modelo 3D de pequeños tumores avasculares, su inmersión en 
geles de colágeno proporciona un sistema in vitro para evaluar las propiedades 
antimestastásicas preliminares de los compuestos. En dicho experimento los esferoides 
fueron cultivados como se describe en la sección 4.6 y fueron transferidos a una nueva 
placa multipocillos de 96 pocillos, siguiendo el siguiente procedimiento: primero a cada 
pocillo se le agregaron 50µL de una solución fría formada 10 % de medio de cultivo MEM 
(10X) y 80% de la solución de colágeno, el pH fue ajustado con 25 µL NaOH 1M estéril por 
cada mililitro de solución de colágeno. Posteriormente la placa fue transferida a una 
estufa a 37°C para permitir la gelificación del colágeno. Una vez que la capa inferior de 
colágeno se encontró gelificada, se transfirió a cada pocillo un esferoide, se dejó 
sedimentar y delicadamente se agregaron 50 µL de la solución fría de colágeno 
previamente descripta; de igual manera, se transfirió durante 30 minutos a una estufa a 
37°C con el fin de que se gelifique el colágeno. 
Una vez que el gel gelificó completamente, se agregaron 100 µL de una solución de los 
complejos a evaluar y se documentó fotográficamente el tamaño del esferoide, el área y 
descriptores de forma, los cuales son un set de números calculados con la finalidad de 
representar una determinada propiedad o característica geométrica de una imagen bajo 
estudio para eventualmente permitir su caracterización o discriminación de otras figuras 
(ver sección 4.16). las mediciones fueron realizadas empleando el programa ImageJ®. 
 
 
Figura 4.12-1Esquema experimento invasión de esferoides en geles de colágeno. 
 
4.13. Ensayo de proliferación o spreading celular desde esferoides 
Este ensayo se llevó a cabo con el fin de evaluar la remanencia de la capa proliferante 
(ver sección 1.11), y la capacidad reproductiva de las células que componen esta zona de 
los esferoides, luego de ser tratados con los diferentes compuestos.  
Para esto, se siguió el protocolo experimental descripto a continuación: los esferoides 
fueron cultivados como se indica en la sección 4.6, expuestos a diferentes 
concentraciones de complejos e incubados a 37 °C con 0.5 % de CO2. Una vez que el 
tratamiento con el compuesto finalizó, los esferoides se transfirieron a una nueva placa 




de cultivo con DMEM + 10 % SFB, la que se colocó nuevamente en la estufa a 37 °C. Los 
días subsiguientes se documentó, a través de microfotografías en contraste de fase, la 
proliferación de la población de células adheridas a la placa provenientes del cuerpo 
principal del esferoide. La cantidad o extensión de dicho crecimiento celular se analizó 
cualitativamente y se comparó con los esferoides o muestras control. 
 
 
Figura 4.13-1Ensayo de proliferación o spreading celular desde esferoides 
 
4.14.  Procedimiento de irradiación de células 
Las células empleadas en los experimentos que involucran radiación ionizante se 
prepararon y trataron de la forma que se describe en la sección 4.7.5 Evaluación de la 
proliferación celular a través del ensayo clonogénico. 
Para irradiar las células se empleó un acelerador lineal Varían Clinac® 6MV (Varian 
Medical Systems, Palo Alto, California, EE. UU.). La tasa de dosis fue de 300 cGy/minuto. 
Las placas de cultivo con las células se ubicaron al interior de un recipiente phantom de 
acrílico lleno con agua destilada hasta una altura equivalente a la del medio de cultivo 
dentro de los pocillos en las placas, cuya densidad es equivalente al tejido blando. El 
montaje se ubicó en un panel de soporte de tipo raqueta de tenis del acelerador y se 
irradió desde la parte inferior del montaje. Los haces de fotones del isocentro (2, 4, 6, 12 
Gy) se irradiaron usando un campo de 10 x 15 centímetros. Una vez concluida la 
irradiación, el medio de cultivo fue reemplazado por DMEM fresco + 10% SFB y las células 
fueron incubadas hasta el momento de revelar las colonias como se describe en la sección 
4.7.5. 
4.15. Cuantificación de la cantidad de cobre en el interior de las células 
El cobre es un biometal cuyo ingreso al interior de las células se encuentra altamente 
regulado, tal como se expone en la sección 1.6 por lo que es de interés cuantificar la 
cantidad de este elemento que es transportado al interior de las células, luego de ser 
tratadas con los diferentes complejos contemplados dentro de este trabajo de tesis 
doctoral. 
El procedimiento experimental seguido se describe a continuación. Las 2x105 células/mL 
fueron cultivadas en cajas de Petri de 100 mm (8 mL) y se dejaron crecer bajo condiciones 
estándar de cultivo (ver sección  4.5) hasta lograr una confluencia de entre el 80 y 90% 




(aproximadamente 48 horas), el medio fue descartado y reemplazado por 8 mL de medio 
con diferentes concentraciones de los complejos de cobre, las células fueron tratadas 
durante 24 horas. 
Una vez que se completó el tiempo de incubación, el medio sobrenadante fue transferido 
a tubos de centrifuga plásticos de 15 mL y la suspensión celular fue centrifugada durante 
10 minutos en una centrifuga Rolco CM 2036 de ángulo oscilante a 500 rpm, el 
sobrenadante fue descartado por volcado. La monocapa celular fue disgregada con 2 mL 
de Tryple™ e incubada durante 20 minutos a 37°C; una vez pasado el periodo de 
incubación, a cada placa se le agregaron 5 mL de DMEM, con el fin de resuspender las 
células y transferir dicha suspensión a los tubos de centrifuga previamente utilizados y 
rotulados. Las muestras fueron centrifugadas (500 rpm por 10 minutos) y el 
sobrenadante fue descartado. Con el fin de eliminar el cobre externo a las células éstas 
fueron lavadas 2 veces con 10 mL de PBS frio, centrifugando a 500 rpm durante 10 
minutos. Finalmente, las células se resuspendieron en 2 mL de PBS y se centrifugaron 
bajo las condiciones ya presentadas, el sobrenadante fue descartado delicadamente 
evitando perturbar el pellet celular. A cada tubo se le agregaron 150 µL de una solución 
0.1% (v/v) de Tritón-X100, la suspensión celular se sometió a agitación mecánica con 
vortex durante 10 minutos con el fin de inducir lisis celular y se separó una alícuota de 
10µL con el fin de determinar la concentración de proteínas en cada muestra. A cada 
muestra se le agregó 1 mL de una solución de ácido nítrico 20%, se homogenizó 
mecánicamente con vortex y los tubos fueron transferidos a un baño ultrasónico a 55°C 
y las muestras fueron sonicadas a máxima potencia durante 60 minutos y posteriormente 
almacenadas en heladera durante 48 horas. A continuación, las muestras fueron puestas 
de nuevo en baño ultrasónico a 55°C durante dos horas e inmediatamente centrifugadas 
a 3000 rpm durante 20 minutos y 1000 µL de cada muestra fueron trasferidos a nuevos 
tubos de centrifuga de 15 mL. 
Las muestras fueron analizadas en un espectrómetro de emisión atómica acoplado a 
plasma Inducido, Shimadzu, modelo ICPE-9820 (Unidad PlaPiMu LaSeISiC CIC–UNLP). 
Previamente, las muestras fueron trasvasadas cuantitativamente a matraces aforados de 
10 ml y llevadas a volumen con agua destilada (Tipo II, conductividad eléctrica a 25°C < 
1.0 mS/cm). Posteriormente fueron filtradas con filtros jeringa de 0.45 µm y analizados 
para cobre. 
4.16. Análisis digital de imágenes 
Para el análisis de las fotografías adquiridas, las cuales son proyecciones bidimensionales 
de objetos 3D, se realizó digitalmente una transformación en objetos binarios donde cada 
píxel adquirió un valor de 0 o 1, en función de que dicho espacio sea blanco o negro, 
respectivamente. Tales imágenes fueron caracterizadas morfológicamente a través del 
programa ImageJ®, lo cual permitió calcular descriptores de forma clásicos como el 
perímetro (contorno de la forma), el área (el número de pixeles ocupados por la forma), 
la circularidad (se relaciona que tanto se asemeja la figura estudiada a una esfera, entre 
más cercano a uno sea dicho valor mayor será la semejanza a una esfera), el diámetro de 
Feret (se define como el valor medio de la distancia entre dos líneas paralelas 




tangenciales al perímetro), redondez (se puede correlacionar con la presencia o ausencia 
de irregularidades, a mayores valores más regular o menos angular será la figura), 
relación de aspecto (se determina al dividir la distancia del lado más largo de la figura 
entre el más corto: si el valor de este cociente es cercano a la unidad se puede inferir que 
la figura evaluada tendrá una forma redondeada). Dichos estudios morfológicos en 
imágenes han sido ampliamente estudiados por [252,253]. 
 
 
4.17. Evaluación de sinergia entre diferentes compuestos. 
Con el objetivo de evaluar la posible sinergia al combinar diferentes compuestos 
empleados en esta tesis, se aplicó la metodología de análisis del efecto de dosis media 
descripto por Chou [254–256]. Dicho método es el más difundido para analizar 
combinaciones de drogas tanto a nivel de ensayos clínicos como preclínicos. Este modelo 
asume que las curvas de efecto en función de la concentración (en el caso de esta tesis 
inhibición de la viabilidad celular) tendrán una forma sigmoidal, el nivel de ajuste a la 
forma sigmoidea (m) y la Dm (equivalente al IC50), pueden ser estimados primero 
haciendo la transformación logarítmica de los valores de concentración. 
Consecutivamente, una regresión lineal de los datos logarítmicos puede ser ajustados en 
una ecuación en la cual, el efecto inhibitorio del crecimiento (Fa) de cada droga evaluada, 
m y la Dm permiten calcular el índice de combinación (CI). El CI, toma valores de 0 a 
infinito indicando que entre menor sea dicho valor, más intenso será el sinergismo y a 
valores más altos el comportamiento tenderá al antagónico (ver Tabla 4.17-1). En la 
Ecuación 13 y Ecuación 14 se describen los parámetros de cálculo empleados para en las 
experiencias de sinergismo [257].  
aTK = aR b 9,(1 − 9,)c
 %
 
Ecuación 13 Cálculo de dosis para las distintas drogas y combinaciones para inducir varios niveles de 
citoxicidad. 
de = (f)gfg$Wg +  
(f)hfg$Wh + i
j(f)g(f)hfg$Wgfg$Whk 
Ecuación 14 Para la determinación del índice de combinación donde (D)1 y (D)2 representa la 
concentración de la combinación de los compuestos, mientras que (D1-Fa)1 y (D1-Fa)2 son las 
concentraciones de los compuestos individuales a diferentes niveles de citotoxicidad (1-Fa) y α=1. 
Á20, = m2 0-,/+ó6 .0 ,4>0/85 = 0n0 A,o520n0 A0652 
Ecuación 9 determinación área de un círculo. Ecuación 10 Determinación relación de aspecto. 
0.56.0p = 4  á20,m  s0n0 A,o52t ;+2/1-,2+.,. = 4m  á20,>02íA0825 
Ecuación 11 Determinación de la redondez. Ecuación 12 Determinación circularidad. 




Tabla 4.17-1 Valores del índice de combinación y su indicación 
Valor de CI Indicación 
< 0.1 Sinergismo muy fuerte 
0.1 – 0.3 Sinergismo fuerte 
0.3 – 0.7 Sinergismo 
0.7 – 0.85 Sinergismo moderado 
0.85 – 0.9 Ligero sinergismo 
0.9 – 1.1 Aditivo 
1.1 – 1.2 Ligero antagonismo 
1.2 – 1.45 Antagonismo 
moderado 
1.45 – 3.3 Antagonismo 
3.3 – 10 Fuerte antagonismo 
> 10 Antagonismo muy 
fuerte 
 
A nivel experimental se obtuvieron a través de los ensayos de viabilidad ya sea el MTT 
(sección 4.7.3) para los experimentos en monocapa o de resazurina (sección 4.7.4) en el 
caso de los esferoides multicelulares. Posteriormente, los datos se transformaron 
empleando la Ecuación 15 para obtener los datos como fracción afectada (Fa). 
Finalmente, los valores de CI fueron calculados usando el programa compusyn versión 
1.0. 
9, = 1 − % *+,'+-+.,. /0-1-,2100 ! 
Ecuación 15 Para el cálculo de los valores experimentales de Fa. 
 
4.18. Métodos estadísticos empleados. 
Con el fin de comparar si hay diferencia significativa entre los diferentes tratamientos 
aplicados en los experimentos, se realizaron análisis de tipo ANOVA con el fin de rechazar 
la hipótesis nula de que las medias del grupo tratado y el control son iguales con un valor 
alfa de 0.05. Posteriormente se aplicaron las pruebas post-hoc de Tukey HSD (Honestly 
Significantly Different) para comparar las medias de los grupos pareados de tratamientos 
y establecer rangos de varianza y se aplicó según el caso el test de Dunnet con el fin de 
comparar la media de un tratamiento con la media de un grupo de control. 
Adicionalmente, se aplicaron pruebas estadísticas de análisis multivariado (análisis de 
componente principal y análisis de conglomerados) con las variables resultantes de los 
descriptores de forma derivados de la estandarización del cultivo de esferoides 
multicelulares (sección 5.1). 
Los cálculos a nivel estadístico fueron realizados empleando los programas Graphpad 
Prism 6, StataSoft Statistica 12.5 y Statgraphics Centurión 18. 





5. Resultados y discusión 
5.1. Estandarización cultivo de esferoides multicelulares 
Como se expuso en la sección 1.11, el uso de esferoides multicelulares en estudios in 
vitro ofrece una alternativa valiosa en la investigación de potenciales drogas para el 
tratamiento del cáncer, ya que es un modelo de células en cultivo que presenta 
similitudes fisiológicas y bioquímicas a las que posee un tumor sólido prevascular in vivo 
[258]. 
La diversidad de métodos para cultivar los esferoides multicelulares ofrece un abanico de 
posibilidades para ser adaptado a las condiciones de cada laboratorio; en nuestro caso se 
aplicaron dos de los métodos más accesibles y ampliamente difundidos, como son el 
cultivo por gota pendiente (hanging drop) y liquid-overlay. Cada una de las metodologías 
ofrece ventajas y desventajas explicitadas en el apartado 1.11. 
Para el cultivo de esferoides de células A549 cabe aclarar que, en las primeras etapas de 
puesta a punto del sistema de cultivo, se compararon ambos métodos, sin embargo, dado 
que el método de gota pendiente a pesar de ofrecer esferoides con una distribución de 
tamaño muy homogénea presentó deficiencias en cuanto a la cantidad de esferoides 
obtenidos (rendimiento) y consume mayor cantidad de recursos tanto como placas de 
cultivo y tiempo del operador en el cuarto de cultivo. Mientras que el método de liquid-
overlay a pesar de requerir mayor tiempo de cultivo para alcanzar los parámetros aptos 
de trabajo es compensado con la cantidad o número de esferoides que se obtienen por 
experimento. 
Carver y colaboradores [259] han indicado que esferoides con un diámetro de entre 200 
y 500 µm presentan gradientes de oxígeno, nutrientes y catabolitos, manteniendo 
analogías morfológicas y funcionales similares a un tumor, mientras que Mittler y  Vinci 
sugieren que un tamaño de 400 µm es óptimo para estudios preclínicos para terapia 
antitumoral [260,261]. Por lo tanto, el primer objetivo al iniciar los cultivos fue obtener 
esferoides con dicho diámetro. 
 Selección del tamaño de esferoide. 
En el diseño experimental se sembraron diferentes cantidades de células en placas de 96 
pocillos (500, 1000, 2000, 3000, 4000 y 5000 células). El crecimiento y formación del 
esferoide se documentó desde las 48 hasta las 144 horas de cultivo. Dentro de las 
primeras 48 horas del cultivo de los esferoides, se observan varias etapas como la 
sedimentación de las células en  el fondo del pocillo y la formación de un agregado flojo 
de células vía integrinas-matriz extracelular (MEC), a continuación se observa un periodo 
de retraso, en el cual se incrementa la expresión y acumulación de E-caderinas para 
finalmente compactarse y formar los esferoides a través interacciones caderina-caderina 
[151]. 




Una vez los esferoides se formaron, se documentó fotográficamente la evolución de sus 
características morfológicas a 48, 72, 96, 120 y 144 horas, se realizó un análisis tanto del 




Figura 5.1-2 Evolución del crecimiento de los esferoides de A549 a diferentes densidades de plaqueo. 
 
Figura 5.1-1 Esquema representativo de la agregación y compactación 
celular [151] 





En la Figura 5.1-2 se puede observar un collage de las fotografías adquiridas de los 
esferoides a distintos tiempos de cultivo y las diferentes densidades de plaqueo, además, 
en la Figura 5.1-3 se presenta un diagrama de cajas y bigotes en el cual, se representa 
gráficamente el diámetro de 20 esferoides analizados por cada concentración de células 
estudiada, donde se puede observar que las concentraciones de 500, 1000 y 2000 células 
por pocillo son las que ofrecen esferoides en el rango de trabajo de 200 y 400 µm durante 
todo el periodo de tiempo analizado, mientras que concentraciones superiores no solo 
exceden los 400 micrómetros, sino que también se da un aumento en la dispersión de las 
medidas, tal dispersión de tamaños no es ideal al hacer screening de potenciales drogas 
citotóxicas, puesto que la presencia de gradientes de concentración es una de las 
características que se intenta explotar en estos modelos preclínicos, además de la 
homogeneidad en la morfología y la geometría es un requisito fundamental para la 
obtención de datos confiables y extrapolables a otros sistemas. 
Una observación valiosa de este análisis, con respecto a la evolución del tamaño de los 
esferoides es que se puede apreciar que pasadas las 72 horas, el valor de la mediana del 
diámetro del esferoide se reduce en comparación con la medición de las 48 horas, lo cual 
estaría indicando que el esferoide estaría en las fase C de la compactación (ver Figura 
5.1-1) donde hay un grado mayor de interacción entre las células vía caderinas. Tal 
observación se hace más notoria a mayor densidad de células cultivadas. 
Teniendo como primer criterio de selección que el tamaño del esferoide se encuentre 
alrededor de los 400 micrómetros, con una dispersión de datos pequeña se seleccionaron 
las densidades de siembra de 1000 y 2000 células por pocillo como las más adecuadas 
(ver Tabla 5.1-1) 
 
Figura 5.1-3 Diagrama de caja y bigotes para la evolución del diámetro de los MCS en el tiempo a 
diferentes densidades de plaqueo. 
 
 





Tabla 5.1-1 Resumen de la mediciones del diámetro de los esferoides formados a partir de diferente 
cantidad de células sembradas, expresadas como valores promedio (µm) y su desviación estándar, SD, el n 
muestral es 20 esferoides para cada concentración de células. 
Horas 
500 células 1000 células 2000 células 3000 células 4000 células 5000 células 
Media SD Media SD Media SD Media SD Media SD Media SD 
48 243.8 12.5 304.1 7.3 410.9 5.5 495.2 8.7 552.4 3.7 646.2 6.2 
72 252.2 10.2 291.9 5.2 373.5 4.8 443.1 9.3 497.3 3.1 589.2 7.2 
96 284.5 9.5 319.3 4.2 408.4 4.9 465.9 7.6 508.7 3.8 602.1 6.0 
120 321.7 8.3 346.3 4.0 421.7 6.1 492.6 7.4 525.7 6.4 628.7 9.5 
144 351.9 7.3 367.4 4.8 430.5 6.7 478.6 7.1 524.2 5.7 638.5 10.0 
 
 
Figura 5.1-4 fotografía escalada del círculo de calibración empleado. 
 
 Homogenización de la forma de los esferoides (descriptores de forma) 
En la Figura 5.1-5 se presenta el gráfico de cajas y bigotes para el descriptor de forma 
redondez, este valor se relaciona con la regularidad de la figura analizada como se 
introdujo en el apartado 4.16. La redondez se eligió parámetro de selección, puesto que 
se espera que a medida que el esferoide se compacte a lo largo del tiempo sus bordes 
adquieran una forma menos angular, en la figura encontramos dicha correlación, ya que 
los valores de este descriptor tienden a la unidad en el periodo de tiempo entre 48 y 120 
horas, para luego decaer. De la gráfica se puede analizar que las mediciones de esferoides 
formados a partir de 500, 3000 y 5000 células por pocillo muestran una mayor dispersión 
de valores de redondez, indicando una amplia variabilidad entre la población de 
esferoides, lo cual indica diferencias en el grado de compactación obtenido. Zanoni [262] 
demostró que estas diferencias en la forma y regularidad de los esferoides tienen relación 
directa con la distribución de las células metabólicamente activas, quiescentes y 
necróticas dentro del esferoide. Esferoides con formas irregulares han mostrado 
diferencias significativas en los valores de viabilidad cuando se compara con esferoides 
de forma más homogénea [262]. 
Las concentraciones de células estudiadas con mayor valor de redondez y menor 
dispersión fueron 1000, 2000 y 4000 células por pocillo, ésta última fue descartada para 
ser usada a nivel experimental ya que los esferoides obtenidos tienen un diámetro 
superior a 400 µm desde el inicio del cultivo como se indica en la Tabla 5.1-2 y la Figura 
5.1-5. Una densidad de siembra entre 1000 y 2000 células parece ser la más adecuada 
para el cultivo de los esferoides, de igual manera se puede observar que el mayor nivel 




de regularidad se da entre las 96 y las 120 horas de cultivo, por lo cual se define un 
periodo de 4 a 5 días para obtener esferoides multicelulares aptos para ser expuestos a 
los diferentes compuestos. 
  
Tabla 5.1-2 Valores de redondez obtenidos al analizar las fotografías de 20 esferoides en función de la 
cantidad de células sembradas por pocillo expresados como valores promedio y desviación estándar (SD). 
Horas 
500 células 1000 células 2000 células 3000 células 4000 células 5000 células 
Media SD Media SD Media SD Media SD Media SD Media SD 
48 0.80 0.08 0.87 0.09 0.85 0.07 0.84 0.15 0.88 0.07 0.82 0.13 
72 0.77 0.21 0.90 0.08 0.89 0.04 0.85 0.15 0.90 0.06 0.81 0.13 
96 0.81 0.21 0.93 0.06 0.89 0.05 0.87 0.15 0.91 0.05 0.81 0.14 
120 0.87 0.12 0.95 0.04 0.91 0.04 0.87 0.15 0.92 0.04 0.80 0.17 
144 0.87 0.12 0.93 0.03 0.91 0.03 0.90 0.14 0.92 0.04 0.83 0.16 
 
 
Figura 5.1-5 Evaluación de la evolución de la redondez de los esferoides en el tiempo a diferentes 
densidades de plaqueo. 
 
 Análisis de componentes principales 
Para estandarizar el método de cultivo de los esferoides de células A549, se hizo un 
análisis de más de 500 fotografías de esferoides a los cuales se les midieron propiedades 
como: área, diámetro, diámetro de Feret, circularidad, relación de aspecto y redondez, 
distribuidos en un diseño experimental de seis niveles de concentración y cinco tiempos 
de muestreo (48, 72, 96, 120 y 144 horas). Con el objetivo de extraer más información de 
este grupo de variables, se intentó realizar un análisis estadístico multivariado, en 
particular un análisis de componentes principales o PCA por sus siglas en inglés, en un 
intento de reducir la cantidad de variables y agruparlas en un nuevo set de componentes. 
Luego de analizar los resultados de la prueba de componentes principales se confirmó a 
través de una prueba de factorabilidad (Medición Kaiser-Meyer-Olkin o KMO), la cual 




permite identificar si el grupo de variables y sus varianzas analizadas cumple con los 
criterios estadísticos para ser agrupada a nivel factorial y establecer contribuciones 
significativas de dichas variables a los componentes y al ajuste general del modelo. Sin 
embargo, se encontró que el valor KMO para los análisis realizados es de 0.46, por lo cual 
las variables no se adaptan a un modelo factorial [263,264]. Dado lo anterior se descartó 
seguir con un análisis factorial de las variables. 
 Análisis de clúster de variables por el método de vecino más cercano 
A pesar de que no fue posible obtener resultados satisfactorios del análisis de 
componentes principales, al analizar los resultados se pudo encontrar que había cierto 
nivel de correlación entre los descriptores de forma, el tamaño de los esferoides 
obtenidos y el tiempo de cultivo, debido a esto se realizó un análisis de conglomerado o 
de clúster, de las variables, lo cual, a pesar de ser un método multivariado, es de tipo 
descriptivo por lo tanto más flexible en cuanto al análisis realizado. 
El algoritmo de formación de conglomerados permite agrupar de forma jerárquica 
variables en un mismo grupo que sean muy similares entre sí (cohesión interna del grupo) 
y los clústeres diferentes sean distintos (aislamiento externo del grupo). En la Figura 5.1-6 
se encuentra representado este análisis donde se analizó un único conglomerado 
conformado por 5 variables analizadas en cuatro etapas sucesivas.  
 
 
Figura 5.1-6 Dendograma aglomeración de variables, por vecino más cercano. 
 
Del dendograma se puede inferir que hay dos grupos principales de variables, uno 
conformado por el número de células sembradas y el diámetro y en el segundo se 
encuentran agrupados el tiempo de cultivo y los descriptores de forma (homogeneidad 
geométrica del esferoide). De lo anterior se puede deducir que el tamaño final del 
esferoide de células A549 va a estar principalmente controlado por la cantidad de células 
que se siembren, mientras que la uniformidad geométrica va a depender principalmente 
del tiempo de incubación. 




 Parámetros finales seleccionados. 
Después del análisis realizado y 
en vista de que el rango ideal 
para obtener esferoides del 
tamaño deseado (≈ 400 µm) y 
con una geometría lo más 
esférica y regular posible, 
estaba entre 1000 y 2000 
células por pocillo cultivadas 
por un periodo entre 96 y 120 
horas, se realizó un nuevo 
experimento en el cual se 
sembraron 1500 células por 
pocillo y se dejaron crecer 
durante 5 días (120 horas). Para 
realizar las mediciones se usó 
un portaobjetos micrométrico, del cual se seleccionó y fotografió un círculo con un 
diámetro nominal de 600 µm (representado en la Figura 5.1-4) al analizar el circulo se 
obtuvieron como valores de referencia 0.71 (circularidad), 1.00 (relación de aspecto) y 
0.999 (redondez). 
En la Figura 5.1-8, se presentan fotografías de los esferoides obtenidos bajo las 
condiciones previamente descriptas, donde se puede ver que estos presentan un tamaño 
y forma homogéneos entre muestras. Además de un grado aceptable de compactación. 
En la Figura 5.1-7 se presenta un histograma de frecuencia para los valores de los 
descriptores de forma estudiados, en los cuales se puede ver que los valores de relación 
de aspecto (RA) y redondez, fueron 1.1 ± 0.045 y 0.92 ± 0.038, respectivamente. Lo que 
indica una alta similitud con una esfera [265], ambos parámetros presentan una alta 
simetría con respecto a una distribución normal y también son leptocúrticas, cuya nube 
de datos se encuentra distribuida alrededor de la media, el resumen de estos datos 
estadísticos se encuentra en la Tabla 5.1-3. 
Con respecto a la distribución de tamaño de los esferoides analizados, se encontró que 
el valor de la mediana después de 120 horas de cultivo es 392.0 ± 9.9 µm, también se 
halló que esta variable no tiene una distribución normal, sus valores se encuentran 
distribuidos cerca del valor de la media (leptocurtosis) con asimetría hacia el lado derecho 
(ver Tabla 5.1-3). 
 
 
Figura 5.1-7 histograma de valores para los descriptores de 
forma relación de aspecto (RA) y redondez, obtenidos de 
analizar 20 esferoides con densidad de siembra de 1500 
células cultivados por 5 días. 
 





Figura 5.1-8 Esferoides de células A549 cultivados por el método de liquid-overlay a partir de 1500 células 
durante 5 días. 
 
Tabla 5.1-3 Resumen de parámetros estadísticos calculados a partir de 20 esferoides 




n 20 20 20 20 
Mínimo 0.19 382 1.0 0.85 
Mediana 0.28 392 1.1 0.92 
Máximo 0.36 415 1.2 0.98 
Promedio 0.28 394 1.1 0.92 
Desviación estándar 0.05 9.9 0.045 0.038 
SEM 0.012 2.214 0.010 0.008 
Coeficiente de variación 19.6% 2.51% 4.09% 4.13% 
Media geométrica 0.27 393 1.1 0.92 
Asimetría -0.28 1.5 0.87 -0.61 
Curtosis -0.52 3.0 2.1 1.8 
Prueba de normalidad (D'Agostino & Pearson) 
K2 0.10 7.055 3.2 2.131 
Valor P  0.91 0.03 0.20 0.35 
¿Distribución normal? Si No Si Si 
 
 Resumen sección 5.1 Estandarización cultivo de esferoides multicelulares 
En esta sección se resume la puesta a punto del sistema de cultivo 3D de esferoides 
multicelulares de una línea celular epitelial de pulmón (A549), durante la cual se 
evaluaron criterios de homogeneidad de tamaño y morfología de los esferoides, variando 
la cantidad de células sembradas y el tiempo de cultivo.  
Se sembraron en placas de cultivo entre 500 y 5000 células por pocillo y se evaluó el 
crecimiento del esferoide multicelular durante seis días. Se adquirieron y analizaron 
fotografías cada 24 horas y se midió el diámetro y varios descriptores de forma como 
circularidad, relación de aspecto y redondez. Con los datos obtenidos, se hicieron 




diferentes análisis estadísticos con el fin de seleccionar las mejores condiciones de cultivo 
(tiempo y cantidad de células sembradas). Se encontró que el método liquid-overlay es 
más eficiente para la formación de esferoides con este tipo de células, en comparación 
con el de la gota pendiente. Del análisis de clústeres se infiere que el diámetro del 
esferoide depende de la cantidad de células sembradas, mientras que los cambios 
morfológicos y formación del esferoide dependen del tiempo de cultivo. Esferoides 
cultivados a partir de 1500 células por pocillo, por un periodo de tiempo que oscila entre 
96 y 120 horas es ideal para obtener esferoides de geometría uniforme (relación de 
aspecto y redondez con valores cercanos a la unidad) y diámetro alrededor de 400 µm.  




5.2. Complejos ternarios de cobre con sacarina y glutamina 
 Introducción  
En la Figura 5.2-1 se presenta la estructura química de los complejos de cobre con 
sacarina (Cu-sac), con glutamina (Cu-gln) y el complejo heteroléptico de cobre, sacarina 
y glutamina (Cu-sac-gln), los cuales fueron sintetizados como ha sido descripto en la 
sección 4.1.1 [216,218] y fueron evaluados como posibles agentes antitumorales en este 
trabajo de tesis doctoral.  
La sacarina es un edulcorante artificial sin valor energético desde el punto de vista 
alimentario descubierto en 1879, ampliamente utilizado como aditivo alimentario y 
excipiente en la industria farmacéutica [266]. Desde el punto de vista químico la sacarina 
(o-sulfobenzimida) representada en la Figura 5.2-2, se puede describir como una 
sulfonamida cíclica secundaria [267]. La sacarina ha demostrado poseer la capacidad de 
inhibir diferentes metaloenzimas dependientes de zinc de la familia de anhidrasas 
carbónica (AC) (EC 4.2.1.1), en especial la IX, la cual se encuentra asociada a la membrana 
celular. La selectividad de la sacarina por esta última es 1000 veces mayor en 
comparación con otras isoformas de AC y la inhibición de la misma se da a escala 
nanomolar [268]. La anhidrasa carbónica se ha convertido en un blanco terapéutico, dado 
que dicha enzima juega un papel importante en el metabolismo celular, ya que la 
sobreexpresión de esta proteína en regiones anaeróbicas tumorales actúa como 
mecanismo de defensa ante la hipoxia y la acidificación del entorno celular, producto de 
la glicolisis anaerobia [269]. 
 
Figura 5.2-1 Estructura química de los complejos Cobre-sacarina (Cu-sac), Cobre-glutamina (Cu-gln) y 
Cobre-sacarina-glutamina (Cu-sac-gln). 
 
La glutamina o ácido 2-amino-4-carbamoilbutanoico (ver Figura 5.2-2) es una aminoácido 
esencial condicional, con una cadena de cinco carbonos y dos grupos aminos, descripto 
por primera vez en 1877 [270]. La glutamina es el aminoácido libre presente en mayor 
proporción en el plasma y es abundante en el músculo esquelético, riñones, pulmones, 




hígado, intestino. Cumple funciones relacionadas con el metabolismo y el 
almacenamiento de nitrógeno y otros aminoácidos. Es fundamental en el ciclo de la urea 
y la detoxificación del amoniaco [271,272]. 
 
 
Figura 5.2-2 Estructura química de la sacarina y la glutamina. 
La sacarina, como ligando, presenta una gran versatilidad para formar diferentes 
compuestos entre los que se pueden encontrar compuestos iónicos en forma de sales de 
sodio, potasio, calcio, estroncio, rubidio, bario, berilio y amonio, de igual manera, forma 
complejos al coordinar a través del átomo de nitrógeno cuando es desprotonado con los 
cationes divalentes de transición cuya fórmula general se puede describir como 
[M(sac)2(H2O)4]·2H2O donde M es V(II), Cr(II), Mn(II), Fe(II), Co(II), Ni(II), Cu(II) y Zn(II). 
De igual manera, han sido reportados complejos con Cd(II) y Hg(II) [219]. 
La sacarina también puede formar compuestos de coordinación a través de sus átomos 
de oxígeno, ya sea del grupo carbonilo o sulfonilo, sin embargo requiere la presencia de 
coligandos ramificados o "voluminosos" que estabilicen el complejo [219,273] 
A nivel de actividad biológica in vitro, los complejos [Zn(sac)2(H2O)4]·2H2O y 
[Cu(sac)2(H2O)4]·2H2O han demostrado efectos in vitro como inhibidores de la 
anhidrasa carbónica, adicionalmente, éste último presenta actividad del tipo superóxido 
dismutasa [274]. 
Los complejos de glutamina con metales de transición han sido estudiados en menor 
extensión, dado que la glutamina como ligando es relativamente lábil y se descompone 
en acido glutámico y amonio. [217,275–277] 




 Efectos de los complejos de cobre (II), sacarina y glutamina en la viabilidad celular  
 
Figura 5.2-3 Viabilidad celular de complejos de cobre con sacarina y glutamina en células MG-63 a través 
del ensayo de cristal violeta (A) Cu-sac, (B) Cu-gln y (C) Cu-sac-gln. El símbolo asterisco representa una 
diferencia significativa con respecto al control (0 µM) * p<0.05, ** p<0.01, **** p<0.0001. Los símbolos 
porcentaje (%) y numeral (#) representan una diferencia significativa entre las células de fenotipo tumoral 
y fenotipo normal con valores de p<0.05 y p<0.0001 respectivamente. Los datos se representan como la 
media ±SEM con n=9. 





Las células MG-63 y MC3T3-E1 de fenotipo tumoral y normal respectivamente, fueron 
expuestas durante 24 horas a diferentes concentraciones de los complejos Cu-sac, Cu-
gln y Cu-sac-gln, con el objetivo de evaluar el efecto sobre la viabilidad celular a través 
del método del cristal violeta (ver sección 4.7.2). Los resultados que se presentan en los 
paneles A, B y C de la Figura 5.2-3 permiten observar que cuando las células MG-63 son 
expuestas a concentraciones ≤ 100 µM de los complejos no hay un efecto deletéreo sobre 
éstas y particularmente este rango de concentraciones induce un incremento 
significativo (p<0.001) en la viabilidad celular con respecto al control, mientras que en el 
rango superior de concentraciones se observa un compromiso de la viabilidad de las 
células MG-63 en el cual más del 70% de la población es afectada. 
Al comparar los datos de viabilidad de la línea tumoral con la de fenotipo normal se puede 
establecer que los complejos binarios (Cu-sac y Cu-gln) son menos lesivos para este tipo 
de células, mientras que el complejo ternario (Cu-sac-gln) induce un nivel de muerte 
celular comparable al que sufren las células tumorales en el rango superior de 
concentraciones. Sin embargo, en la Tabla 5.2-1, se puede observar una diferencia 
significativa entre los valores del IC50, lo que demuestra que los complejos presentan 
cierto nivel de selectividad entre ambas líneas celulares. 
Para esta familia de complejos se puede observar una diferencia en la actividad citotóxica 
de sus miembros, pudiéndose establecer un orden de actividad Cu-sac-gln > Cu-sac ≈ Cu-
gln. Dicha diferencia en la actividad de estos complejos puede ser atribuida a las 
diferencias en la lipofilicidad de los ligandos. 
Según el postulado de Overton sobre la permeabilidad celular, los compuestos más 
liposolubles tienen la capacidad de cruzar con más facilidad la membrana celular [278], y 
en el caso de los complejos de cobre relacionados en esta sección se puede aplicar la 
teoría de la quelación, bajo la cual se puede explicar que la polaridad del ion metálico es 
reducida parcialmente debido al solapamiento de los orbitales moleculares del ligando y 
la deslocalización de la carga positiva del metal con los átomos de coordinación, por 
resonancia de los electrones π presentes en los ligandos, lo que al final aumenta la 
lipofilicidad del complejo [279,280]. 
Desde el punto de vista fisicoquímico, al analizar el coeficiente de partición octanol/agua 
expresado como logaritmo (Log K o/w) de los ligandos se encontró que la  sacarina tiene 
un valor de  0.91 y una solubilidad en agua de 3.44 mg/mL, mientras que la glutamina 
tiene Log K o/w -3.15 y una solubilidad en agua de 35.7 mg/mL [281]. Dado lo expuesto 
anteriormente es factible establecer una relación entre una mejora en la lipofilicidad del 
complejo heteroléptico, Cu-sac-gln, el cual incluye ambos ligandos y su mayor efecto 
citotóxico en las células expuestas a este. Dicha correlación entre lipofilicidad y 
citoxicidad ha sido establecida y reportada en la literatura para varios complejos y 
ligandos [33,282]. 
 





La viabilidad de células humanas A549 derivadas de carcinoma de pulmón no fue 
afectada por los complejos de sacarina y glutamina con cobre, cuando fueron expuestas 
a concentraciones de hasta 500 µM. Por lo que se decidió no profundizar en otros 
estudios con esta línea celular. 
 
 Inducción de estrés oxidativo en células MG-63 y su rol en la viabilidad celular 
Todas las células para mantenerse viables deben conservar una condición de equilibrio 
entre la concentración de las especies oxidantes y antioxidantes en su interior, ambos 
tipos de sustancias son esenciales en el metabolismo, transducción de señales y 
regulación de funciones celulares. El estrés oxidativo se puede definir, básicamente, 
como un desbalance en la relación oxidantes-antioxidantes a favor del entorno oxidante 
[130]. 
La alteración de la homeostasis redox, a través de la generación de especies de oxígeno 
reactivas (ROS) en las células tumorales e inducción de estrés oxidativo, ha sido un blanco 
terapéutico ampliamente explorado en la química medicinal y ha demostrado ser un 
mecanismo de acción efectivo en el tratamiento de diversos tipos de cáncer [283]. 
La alta tasa reproductiva de las células tumorales y sus necesidades bioenergéticas 
ocasionan un incremento en la producción de ROS que no puede ser compensado por los 
sistemas antioxidantes, lo que desencadena un estado persistente de estrés oxidativo en 
este tipo de células [284]. Por lo que se ha planteado como estrategia terapéutica 
aumentar moderadamente los ROS en las células tumorales, lo que conducirá a la muerte 
celular [283]. 
Tabla 5.2-1 Resumen de los valores de IC50 (µM) de los compuestos de cobre, sacarina y glutamina, 
probados en varias líneas celulares durante 24 horas. 
Línea celular Cu-sac Cu-gln Cu-sac-gln CuCl2 
MG-63 272.1 ± 5.4a 278.6 ± 11.5a 169.3 ± 18.5a > 300a 
MC3T3-E1 483.9 ± 20.1a 457.1 ± 11.4a 237.5 ± 14.1a >500a 
A549 >500b >500b >500b >500b 
a Valores de IC50 obtenidos con el ensayo de cristal violeta. 
b Valores de IC50 obtenidos con el ensayo de MTT. 





Figura 5.2-4 (A) Inducción de especies de reactivas de oxígeno por lo complejos de Cu+2 con sacarina y 
glutamina en células MG-63 tratadas durante 24 h, **diferencia significativa con respecto al control (0 
µM. Los resultados se expresan como la media ± SEM, con n = 9. (B) Alteración en la relación GSH/GSSG 
inducida por los complejos de sacarina y glutamina en células MG-63, Los asteriscos representan 
diferencia con respecto a las células control (0 µM) ** p<0.01 y *** p<0.001. Los resultados se expresan 
como la media ± SEM, con un n = 10. 
 
En la Figura 5.2-4(A) se presentan los resultados de la determinación de la presencia de 
especies de oxígeno reactivas al incubar las células de osteosarcoma humano, MG-63, 
durante 24 horas con los complejos de cobre: Cu-sac, Cu-gln y Cu-sac-gln. Como se puede 
observar los tres compuestos incrementaron significativamente (p<0.01) la cantidad de 
ROS con respecto al control correspondiente, alcanzando valores aproximados al 300 % 
con respecto al basal, siendo el más activo el complejo Cu-sac-gln, que presenta un efecto 
dosis dependiente (p<0.05). El complejo con glutamina también indujo un incremento en 
la cantidad de ROS en todo el rango experimental evaluado, mientras que el compuesto 
con sacarina solo lo hizo a partir de 100 µM. 
Por otro lado, en el panel B de la Figura 5.2-4 se presenta la relación del glutatión 
reducido y oxidado en el interior de las células después de ser expuestas durante 24 horas 




a los complejos de cobre. Se puede observar que todos los complejos ocasionaron una 
reducción significativa de los valores obtenidos (p<0.001), alcanzando una reducción 
inferior al 50 % en la concentración máxima utilizada, estos resultados señalan que hay 
una reducción de la cantidad de GSH y una acumulación de GSSG al interior de la célula, 
esta alteración permite indicar que los complejos lograron inducir estrés oxidativo en las 
células MG-63 [285,286] 
El mecanismo de acción de numerosos complejos de cobre reportados en la literatura 
señala que su actividad citotóxica se debe a la capacidad redox del cobre(II), que es 
reducido a cobre(I) en el interior de la célula, produciendo peróxido, de igual manera se 
da una re-oxidación del cobre a través de una reacción tipo Fenton, con la cual se 
producen otras especies de oxígeno reactivas como el radical hidroxilo (ver Ecuación 16 
y Ecuación 17). Dado el aumento de la cantidad de ROS en el interior de la célula, ocurre 
un desgaste del pool de antioxidantes y la catálisis mediada por enzimas de tipo catalasa 
y peroxidasa, para eliminar las especies de oxígeno reactivas, también se encuentra 
sobrepasada. Finalmente, el balance redox se inclina hacia el lado de los oxidantes. Por 
otro lado, se propone también una interacción directa del complejo con el GSH, donde el 
glutatión ingresa a formar parte de la esfera de coordinación del complejo lo que de igual 
manera induce una disminución en la cantidad del tripéptido disponible para hacer frente 
al ataque oxidativo [287–289] 
;1v + ∙ → ;1v +  
Ecuación 16 Reacción de reducción de cobre al interior de la célula 
;1v +  → ;1v +  ∙ +     
Ecuación 17 Reacción tipo Fenton de re-oxidación del cobre. 
Para dilucidar si el incremento de los ROS intracelulares tiene relación con los efectos 
sobre la viabilidad de las células MG-63 expuestas a los complejos Cu-sac, Cu-gln y Cu-
sac-gln, se adicionaron en simultáneo con los complejos dos conocidos scavengers de 
ROS, como lo son la vitamina C (ácido ascórbico) y la vitamina E (α-tocoferol) y las células 
se incubaron durante 24 horas. [290]. Al final del experimento se pudo observar (ver 
Figura 5.2-5) que, en general, para todos los complejos hay una recuperación significativa 
de la viabilidad celular (p<0.05). En la Tabla 5.2-2 se resumen los valores de IC50 
obtenidos. 
Se puede notar que los complejos que tienen como ligando la glutamina, Cu-gln y Cu-sac-
gln, mostraron un aumento estadísticamente significativo (p<0.001) de la viabilidad, e 
incluso en el caso del complejo Cu-gln esta variable se mantuvo aproximadamente en un 
25% por encima de los valores basales en todo el rango de concentración estudiados. En 
el caso del complejo ternario, dicho fenómeno sólo se observó en las concentraciones de 
50 y 100 µM. Se puede hipotetizar que este fenómeno se debe a la presencia de las 
vitaminas que entran a formar parte del pool antioxidante celular y que, adicionalmente, 
las células están siendo provistas de una cantidad adicional de glutamina la cual puede 
ser posiblemente utilizada como sustrato metabólico [291].  






Figura 5.2-5 Efecto en la viabilidad celular de los complejos Cu-gln, Cu-sac y Cu-sac-gln y el co-tratamiento 
con vitaminas C y E en células MG-63.* p<0.001 diferencia significativa con respecto a los controles (0 
µM). Los gráficos se presentan como la media ± SEM con un n=12. 
 Efectos sobre el ADN celular de los complejos Cu-sac, Cu-gln y Cu-sac-gln 
El daño en el ADN ha sido observado casi invariablemente en una gran cantidad de células 
de mamífero bajo estrés oxidativo, estos daños están estrictamente relacionados con la 
presencia de peróxido de hidrógeno y radical hidroxilo en el interior de la célula [129]. 
Tabla 5.2-2 Resumen de los valores de IC50 (µM) obtenidos al exponer las células MG-63 a los 
complejos Cu-sac, Cu-gln, Cu-sac-gln y vitaminas C y E durante 24 horas y evaluar su viabilidad a través 
del ensayo de cristal violeta. 
Línea celular Cu-sac Cu-gln Cu-sac-gln 
MG-63 >500 >500 412.1 ± 19.5 





Figura 5.2-6 Efectos a nivel genotóxico de los complejos de cobre con sacarina y glutamina en células MG-
63 tratadas durante 24 horas. (A) Ensayo cometa o electroforesis de una única célula, un pulso de 20 
minutos con 10 µg/mL de bleomicina se usó como control positivo. (B) Inducción de micronúcleos por cada 
500 en células MG-63 binucleadas.*** diferencia significativa con respecto al control negativo (DMSO 
0.5%). Los gráficos se presentan como la media ± SEM con un n=150. 
Como se puede ver en la Figura 5.2-6 panel A, se aplicó la técnica de cometa o 
electroforesis de una única célula en las células MG-63, con el fin de evaluar si los 
complejos tratados en esta sección tienen la capacidad de inducir cortes en las hebras de 
ADN. Las células fueron tratadas con bajas concentraciones de los complejos y a baja 
densidad de siembra con la finalidad de asegurar que las células se encuentren viables y 
en condiciones de proliferar. 
Se encontró que los complejos indujeron quiebres en las hebras de ADN de manera dosis 
dependiente, siendo Cu-sac-gln y Cu-gln activos en todo el rango de concentración 
(p<0.001 al ser comparado con los controles negativos), mientras que Cu-sac sólo indujo 
quiebres desde 50 µM y en menor proporción que sus análogos. Dichos resultados 
guardan correlación con la producción de ROS en el interior de la célula analizada en el 
apartado 5.2.3 (Figura 5.2-4), donde se muestra que el complejo ternario tiene la 
capacidad de inducir mayor cantidad de especies de oxígeno reactivas en el rango inferior 
de  concentración, seguido por el complejo Cu-gln y finalmente el complejo Cu-sac, cuyo 
efecto no mostró diferencia significativa con los controles negativos en la menor 
concentración evaluada.  
Es importante mencionar, que algunos complejos de cobre, como las casiopeinas®, las 
cuales son una familia de complejos de cobre ampliamente estudiadas, han demostrado 




inducir la muerte celular a través de la apoptosis (dependiente o independiente de la 
activación de caspasas). Aunque estos complejos fueron sinterizados y caracterizados 
desde la década de 1980, su mecanismo de acción no ha sido completamente dilucidado. 
Sin embargo, a lo largo de los años se han propuesto posibles desencadenantes de la 
apoptosis como la producción de especies de oxígeno reactivas (ROS), toxicidad 
mitocondrial o interacción directa con el ADN [84,292,293]. De igual manera, otros 
complejos han demostrado inducir quiebres en las hebras del ADN relacionados con el 
incremento del estrés oxidativo [294,295] 
Por otro lado, el ensayo de micronúcleo muestra que los complejos Cu-sac-gln y Cu-sac, 
incrementaron la frecuencia de micronúcleos desde 50 µM, con respecto a las células no 
tratadas (p<0.001) con una tendencia de tipo concentración dependiente (p<0.05). Sin 
embargo, al comparar ambos complejos con el ion cobre libre, sólo se presenta una 
diferencia significativa entre el complejo ternario en las concentraciones de 50, 100 y 250 
µM (p<0.05), mientras que el complejo Cu-sac no muestra diferencias significativas en la 
inducción de micronúcleos al ser comparado con el cobre libre. Por su parte el complejo 
Cu-gln, solamente indujo la formación de micronúcleos a la concentración de 250 µM, 
pero con una frecuencia significativamente menor (p<0.05) que los otros complejos y el 
cobre libre. También cabe destacar que el complejo ternario fue el único que mostró un 
efecto superior al mostrado por el control positivo de bleomicina, cuando las células 
fueron expuestas a concentraciones de 100 y 250 µM.  
El incremento de los quiebres en el ADN y la formación de micronúcleos tienen una 
correlación positiva entre ambas variables, donde el aumento de la cantidad de quiebres 
en el ADN, aumentará proporcionalmente la frecuencia de micronúcleos observada  [296] 
y la presencia de este tipo de daños a nivel celular puede conducir a dos tipos de muerte 
celular ya sea la catástrofe mitótica o la apoptosis [297] 
Al analizar ambas técnicas de genotoxicidad (cometa y micronúcleo), se puede ver que el 
complejo Cu-sac-gln es más activo en comparación con los binarios, lo cual se puede 
correlacionar con el hecho de que este complejo ha demostrado ser el más citotóxico de 
la familia y con mayor capacidad de inducir estrés oxidativo. Desde el punto de vista 
molecular la combinación de ambos ligandos en el complejo confiere posiblemente una 
mayor lipofilicidad por lo tanto facilita su ingreso al interior de la célula.  
Dado que los complejos de Cu(II) generan daño genotóxico en bacterias y células de 
mamíferos [86,298], se puede atribuir el daño genético al incremento del estrés oxidativo 
ocasionado por los complejos descriptos en esta sección. La generación de los daños a 
nivel genético pueden ser causados por una elevada producción de ROS o por interacción 
directa con el ADN [299,300] Estudios in vitro de la unión del ion sacarinato y su complejo 
de cobre (Cu-sac) con el ADN, demostraron que el sacarinato se une de manera no 
covalente en el surco menor, mientras que el complejo, Cu-sac, se intercala directamente 
en el ADN [301]. 
Aunque la glutamina no es considerada un intercalante del ADN, su presencia en el 
complejo ternario, Cu-sac-gln, reemplazando las cuatro moléculas de agua que se 




encuentran en posición ecuatorial del complejo Cu-sac, y además agregando dos cadenas 
alifáticas de cinco carbonos a cada molécula del complejo, posiblemente incrementa la 
lipofilicidad del complejo facilitando el ingreso de éste al interior de la célula [302]. 
Recientemente se ha demostrado que la capacidad para intercalarse e interactuar con el 
ADN se ve favorecida en complejos más hidrofóbicos [288,303]. 
 
 Resumen sección 5.2 Complejos ternarios de cobre con sacarina y glutamina 
Los complejos Cu-gln, Cu-sac y Cu-sac-gln, demostraron tener un efecto deletéreo en la 
viabilidad de células de osteosarcoma humano (MG-63), donde el complejo ternario fue 
el más activo en comparación con sus homólogos. Con base en los cálculos de IC50 
obtenidos al evaluar la viabilidad en una línea de fenotipo normal, MC3T3-E1, se observó 
que hay diferencia a este nivel de efecto entre las líneas de tipo tumoral y normal. El 
mecanismo de acción propuesto para esta serie de complejos se relaciona con la 
capacidad de inducir la producción de especies de oxígeno reactivas y el consecuente 
desgaste de las defensas antioxidantes, ya que al agregar compuestos scavengers de ROS 
se logró disminuir el estrés oxidativo y recuperar la viabilidad de las células de forma 
significativa. Finalmente, a través de los ensayos de electroforesis de una única célula y 
formación de micronúcleos se demostró que el ADN fue uno de los blancos moleculares 
afectados cuando las células se expusieron a los complejos. 




5.3. Complejos de 6-metoxiquinolina con cobre, zinc, cobalto y plata 
 Introducción 
En esta sección se presentan y discuten los resultados relacionados con los complejos de 
6-metoxiquinolina (6MQ) con cobre (II), zinc (II), plata (I) y cobalto (II), nombrados de 
forma general de aquí en adelante como Cu6MQ, Zn6MQ, Ag6MQ y Co6MQ, 
respectivamente. Los complejos de Cu2+ y Zn2+ se pueden describir bajo la fórmula 
general M(6MQ)2Cl2, mientras que los complejos de Ag+ y Co2+ son iónicos y presentan la 
formula química [Ag(6MQ)2]NO3 y H(6MQ)[Co6MQCl3], donde H(6MQ) es el ligando en 
su forma protonada.  
La síntesis química y la caracterización fisicoquímica de estos complejos ha sido reportada 
por Villa-Pérez y colaboradores [213] y será explicada brevemente en la sección 4.1.2 de 
este manuscrito. Las estructuras químicas de estos compuestos están representadas en 
la Figura 5.3-1. 
 
 
Figura 5.3-1 Estructura química complejos derivados de 6-metoxiquinolina. 
El ligando 6MQ, cuya estructura está representada en la Figura 4.1-2  pertenece a la 
familia de las quinolinas, las cuales son heterociclos nitrogenados aromáticos de dos 
miembros, (ver sección 1.12.1), las cuales son susceptibles a ser funcionalizadas a través 
de diferentes reacciones de sustitución nucleofílica y electrofílica. Adicionalmente el 
núcleo quinolina se encuentra en diferentes metabolitos secundarios de plantas [153]. 
La 6-metoxiquinolina, es una quinolina sustituida en el carbono 6 con un grupo metoxilo, 
ha sido empleada como precursor de colorantes, pesticidas y herbicidas, entre otros 
[153]. También fue aprobada por parte de la organización mundial de la salud y la 
Organización de las Naciones Unidas para la Alimentación y la Agricultura para ser 
empleado como aditivo alimentario en su informe técnico 974 [304]. Cabe destacar que 




el núcleo 6-metoxiquinolina se encuentra presente en varios medicamentos empleados 
para el tratamiento de la malaria como la primaquina, la quinina y la bulaquina (Figura 
5.3-2).  
 
Figura 5.3-2 Estructura química de varios medicamentos antimaláricos que contienen el grupo 6-
metoxiquinolina (selección azul). 
Estudios de la actividad antibacterial de los complejos de 6-metoxiquinolina con cobalto 
(II), níquel (II), cobre (II), zinc (II), plata (I) y mercurio (II) han sido previamente publicados 
por Villa-Pérez y colaboradores [213,305] quienes demostraron que el complejo de 
mercurio tuvo actividad bactericida en la cepa E. coli de una manera dosis dependiente. 
Mientras que los complejos de Co (II), Ni (II), Cu (II), Zn (II) y Ag (I) se probaron ante las 
cepas bacterianas B.cereus, S. aureus, E. coli y S. typhimurium, siendo su efecto en general 
dependiente de la concentración y destacando que el complejo más activo fue el 
complejo de cobalto, seguido en orden descendente por el de cobre, níquel, zinc y plata, 
donde estos dos últimos complejos tuvieron actividad comparable. 
 Estabilidad en solución de los complejos derivados de 6-metoxiquinolina 
La estabilidad acuosa de soluciones 1x10-5 M fue determinada en buffer fosfato pH 7.4 
para los cuatro complejos, midiendo su espectro electrónico en el rango de 200 a 400 nm 
durante 24 horas. Se analizó el área bajo la curva de cada espectro y se comparó con el 
área obtenida en el tiempo cero. Como se puede ver en la Figura 5.3-3, la estabilidad de 
los complejos se mantuvo por encima del 90% en las primeras 24 horas, no obstante, el 
complejo de cobalto presentó una mayor tendencia a degradarse seguido por el complejo 
de zinc, mientras que los complejos de cobre y plata mostraron similar estabilidad. 





Figura 5.3-3 Estabilidad en solución acuosa de los complejos de 6MQ evaluada durante 24 horas. 
 Alteraciones en la proliferación y en la viabilidad celular inducidas por los complejos 
de 6-metoxiquinolina 
El efecto citotóxico de los cuatro complejos de 6-metoxiquinolina (6MQ) fue evaluado en 
las células de tipo tumoral MG-63 y A549 y los resultados de las curvas de viabilidad 
celular determinadas a través de la técnica del MTT, se encuentran representadas en la 
Figura 5.3-4 y la Figura 5.3-5 respectivamente. Para ambas líneas celulares el ranking de 
actividad antitumoral observado fue Ag6MQ > Cu6MQ > Zn6MQ, mientras que el 
complejo de cobalto fue el menos activo de la familia e indujo una leve alteración en la 
viabilidad de las células A549 en el rango superior de concentraciones estudiadas (76% 
células viables). 
En el caso de los metales empleados se pudo observar que el nitrato de plata indujo una 
alteración apreciable en la viabilidad celular equivalente a la observada por el complejo 
en ambas líneas celulares. El cloruro de cobalto indujo una leve reducción de la viabilidad 
celular en ambas líneas celulares  
Los complejos de Cu(II) y Zn(II) provocaron una disminución de la viabilidad celular que 
se diferencia claramente de la inducida por los iones metálicos libres o por el ligando 
6MQ. El complejo de plata(I) se encontró que al ser comparado con el nitrato de plata no 
había diferencia en el efecto citotóxico. En la Tabla 5.3-1 se resumen los valores de IC50 
obtenidos para los complejos, el ligando y los metales estudiados en este apartado. 
 
Figura 5.3-4 Efectos sobre la viabilidad celular de los complejos de 6-metoxiquinolina evaluado en células 
MG-63 durante 24 horas. Los asteriscos representan una diferencia estadísticamente significativa con 
respecto a las células control (0 µM). * p<0.05 y *** p<0.001. Los datos se representan como la media ± 
SEM con un n =9. 





Figura 5.3-5 Efectos sobre la viabilidad celular de los complejos de 6-metoxiquinolina evaluado en células 
A549 durante 24 horas de incubación. Los asteriscos (***) representan una diferencia significativa con 
respecto a controles (0 µM). Los datos se representan como la media ± SEM con un n=9. 
 
 
Figura 5.3-6 Evaluación del efecto citotóxico en la línea MG-63 de las sales metálicas empleadas para la 
síntesis de los complejos Co6MQ, Zn6MQ, Cu6MQ y Ag6MQ. Los asteriscos representan una diferencia 
significativa con respecto a los controles (0 µM) para cada uno de los compuestos . se representan los 
valores de la media ± SEM con un n=9. 





Figura 5.3-7 Evaluación del efecto citotóxico en la línea A549 de las sales metálicas empleadas para la 
síntesis de los complejos Co6MQ, Zn6MQ, Cu6MQ y Ag6MQ. Los asteriscos representan una diferencia 
significativa con respecto a los controles (0 µM) para cada uno de los compuestos. Se representan los 
valores de la media ± SEM con un n=9. 
Tabla 5.3-1 Resumen de los valores de IC50 para los complejos de 6-metoxiquinolina, ligando y sal metálica 
(expresado en µM ± desviación estándar). 
 Co6MQ CoCl2 Ag6MQ AgNO3 Cu6MQ CuCl2 Zn6MQ ZnCl2 6MQ 
MG-63 >150 >250 32.5± 2.7 31.9± 5.7 57.2 ± 1.0 >150 64.5± 1.00 >150 >200 
A549 >250 >250 26.1± 2.7 22.5± 10.1 57.9 ± 5.8 >100 202.3±12.2 >400 >300 
 
En ambas líneas celulares se observó que el complejo derivado de cobalto (Co6MQ) no 
indujo un efecto nocivo en las células. Lo cual posiblemente puede ser explicado por la 
marcada diferencia estructural con respecto a los otros complejos de la familia, ya que 
Co6MQ está conformado por una molécula de 6MQ y tres átomos de cloro en la esfera 
de coordinación, mientras que Cu6MQ, Zn6MQ y Ag6MQ poseen dos moléculas de 6-
metoxiquinolina en la esfera de coordinación. La presencia de la molécula adicional del 
ligando en estos últimos los hace más lipofílicos lo que puede facilitar su paso a través de 
la membrana celular [294]. Por otro lado, en la mayoría de los complejos de cobalto 
reportados como antitumorales, el metal presenta un estado de oxidación III y su 
mecanismo de acción se fundamenta en la reducción de Co+3 a Co+2 y la producción 
intracelular de ROS como señal desencadenante de la apoptosis, y puesto que en el caso 




del complejo Co6MQ el metal presenta un estado de oxidación II, no es factible que se 
dé la iniciación del mecanismo enunciado [306]. 
Los complejos derivados de cobre (Cu6MQ) y zinc (Zn6MQ) fueron activos en las líneas 
celulares MG-63 y A549. Dado que estos complejos demostraron un efecto diferencial en 
la viabilidad celular al ser comparados con el ligando y los metales, se procedió a estudiar 
en mayor profundidad el mecanismo de acción por el cual inducen la muerte celular. 
 
Figura 5.3-8 Viabilidad de células A549 al ser expuestas a los complejos (A) Cu6MQ y (B) Zn6MQ, durante 
24, 48 y 72 horas. Las barras de datos agrupadas se compararon cada una con su respectivo control (0 
µM) usando la prueba de Tukey. Los datos corresponden a la media ± SEM con n=9. 
Tabla 5.3-2 Resultados prueba de Tukey al comparar la media de la viabilidad en células A549 expuestas a 
al complejo Cu6MQ durante diferentes periodos de tiempo. 
Concentración Comparación n Valor P Significancia 
10 µM 
24H vs. 48H 9 0.176 ns 
24H vs. 72H 9 0.0003 *** 
48H vs. 72H 9 0.0696 ns 
25 µM 
24H vs. 48H 9 0.7581 ns 
24H vs. 72H 9 < 0.0001 **** 
48H vs. 72H 9 0.0008 *** 
50 µM 
24H vs. 48H 9 < 0.0001 **** 
24H vs. 72H 9 < 0.0001 **** 
48H vs. 72H 9 0.8458 ns 





24H vs. 48H 9 < 0.0001 **** 
24H vs. 72H 9 < 0.0001 **** 
48H vs. 72H 9 0.9072 ns 
100 µM 
24H vs. 48H 9 < 0.0001 **** 
24H vs. 72H 9 < 0.0001 **** 
48H vs. 72H 9 < 0.0001 **** 
150 µM 
24H vs. 48H 9 < 0.0001 **** 
24H vs. 72H 9 < 0.0001 **** 
48H vs. 72H 9 0.0005 *** 
 
Tabla 5.3-3 Resultados prueba de Tukey al comparar la media de la viabilidad en células A549 expuestas a 
al complejo Zn6MQ durante diferentes periodos de tiempo. 
Concentración Comparación n Valor P Significancia 
50 µM 
24H vs. 48H 9 0.0953 ns 
24H vs. 72H 9 0.0157 * 
48H vs. 72H 9 0.7214 ns 
100 µM 
24H vs. 48H 9 0.8898 ns 
24H vs. 72H 9 < 0.0001 **** 
48H vs. 72H 9 0.0002 *** 
150 µM 
24H vs. 48H 9 0.9503 ns 
24H vs. 72H 9 < 0.0001 **** 
48H vs. 72H 9 < 0.0001 **** 
200 µM 
24H vs. 48H 9 0.0002 *** 
24H vs. 72H 9 < 0.0001 **** 
48H vs. 72H 9 0.0199 * 
250 µM 
24H vs. 48H 9 0.0027 ** 
24H vs. 72H 9 < 0.0001 **** 
48H vs. 72H 9 < 0.0001 **** 
300 µM 
24H vs. 48H 9 0.0017 ** 
24H vs. 72H 9 < 0.0001 **** 
48H vs. 72H 9 0.0005 *** 
 
La viabilidad celular en la línea A549 también fue evaluada tras el tratamiento con los 
complejos Cu6MQ y Zn6MQ durante 24, 48 y 72 horas, como se puede ver en la Figura 
5.3-8. Se demostró que ambos complejos son citotóxicos para las células en función del 
tiempo, puesto que se encontraron diferencias significativas entre el porcentaje de 
células vivas a la misma concentración de complejo principalmente al comparar los 
resultados obtenidos a las 24 y a las 72 horas, de igual manera se pudo observar que el 
complejo Cu6MQ presentó efectos citotóxicos más marcados que el complejo de zinc. 
Con fines comparativos, las células A549 también fueron tratadas con cisplatino, éste 
metalofármaco es un compuesto ampliamente usado en el tratamiento de diferentes 
tipos de cáncer. Los tratamientos con este complejo de Pt(II) se llevaron a cabo durante 
24, 48 y 72 horas (las curvas de viabilidad celular se presentan en la Figura 5.3-9), al igual 




que los complejos Cu6MQ y Zn6MQ el cisplatino tiene un efecto dependiente del tiempo, 
causando mayor muerte celular a las 72 horas de tratamiento. Cabe destacar que el 
complejo de cobre (IC50: 57.9 ± 5.8 µM) y el de zinc (IC50: 202.3 ± 12.2 µM) reducen en 
mayor proporción la viabilidad de las células A549 tras 24 horas de exposición al ser 
comparado con el cisplatino (IC50: 266.0 ± 40.1 µM) en el mismo periodo de tiempo. Sin 
embargo, a periodos de incubación más prolongados el cisplatino presenta valores de 
IC50 inferiores a los obtenidos para los complejos con 6MQ. 
 
Figura 5.3-9 Efecto del cisplatino (CisPt) sobre la viabilidad de células A549, tratadas a diferentes periodos 
de tiempo. 
Tabla 5.3-4 Resultados de la prueba de Tukey al comparar la media de la viabilidad en células A549 
expuestas a al cisplatino durante diferentes periodos de tiempo. 
Concentración Comparación n Valor P Significancia 
0 µM 
24H vs. 48H 9 > 0.9999 ns 
24H vs. 72H 9 > 0.9999 ns 
48H Vs.72H 9 > 0.9999 ns 
50 µM 
24H vs. 48H 9 < 0.0001 **** 
24H vs. 72H 9 < 0.0001 **** 
48H Vs.72H 9 0.0014 ** 
100 µM 
24H vs. 48H 9 < 0.0001 **** 
24H vs. 72H 9 < 0.0001 **** 
48H Vs.72H 9 0.4801 ns 
250 µM 
24H vs. 48H 9 < 0.0001 **** 
24H vs. 72H 9 < 0.0001 **** 
48H Vs.72H 9 0.2805 ns 
350 µM 
24H vs. 48H 9 < 0.0001 **** 
24H vs. 72H 9 < 0.0001 **** 
48H Vs.72H 9 0.1314 ns 
500 µM 
24H vs. 48H 9 < 0.0001 **** 
24H vs. 72H 9 < 0.0001 **** 
48H Vs.72H 9 0.0655 ns 





Una de las propiedades necesarias para que un medicamento pueda ser utilizado en el 
tratamiento del cáncer es la selectividad, es decir, ser capaces de presentar efectos 
citotóxicos diferenciales entre las células normales y las tumorales. En este trabajo se 
empleó para tal fin, la línea fibroblástica de fenotipo normal MRC-5. En la Figura 5.3-10 
se presentan las curvas de viabilidad celular, en las cuales se compara el efecto de los 
complejos en ambas líneas celulares. Zn6MQ no mostró un efecto diferencial 
estadísticamente significativo entre ambas líneas celulares (IC50 MRC-5 213.6 µM). Por el 
contrario, el complejo de cobre mostró ser más lesivo sobre las células tumorales y al 
calcular el índice de selectividad empleando la Ecuación 18 se obtiene un valor de 1.8. lo 
cual indica que se requiere casi el doble de la concentración de Cu6MQ para inhibir el 
50% de las células normales en comparación con la concentración necesaria para la línea 
tumoral.  
Í6.+/0 .0 40-0/8+*+.,. = ^;z(:; − 5)^;z(3549)  
Ecuación 18 Cálculo de índice de selectividad. 
 
Figura 5.3-10 Comparación del efecto de los complejos Cu6MQ y Zn6MQ en células de fenotipo tumoral 
(A549) y fibroblastos de fenotipo normal (MRC-5), después de 24 horas de tratamiento. Los asteriscos 
representan diferencia significativa con respecto a los controles (0 µM) * p<0.05, *** p<0.001. El símbolo 
numera (#) representa una diferencia significativa en la viabilidad celular a la misma concentración de 
complejo (Cu6MQ y Zn6MQ) entre las líneas celulares MRC-5 y A549 (p<0.05). Los resultados se presentan 
como la media ± SEM con un n=9. 
 
 Alteraciones en la morfología celular en presencia de Cu6MQ y Zn6MQ 
En la Figura 5.3-11, se pueden observar los cambios inducidos por los complejos 
derivados de 6-metoxiquinolina en la morfología de las células A549 teñidas con Giemsa. 
En el panel superior de la figura se presentan fotografías de las células tratadas con 
concentraciones ascendentes de Cu6MQ y se pudo observar que a concentraciones 
inferiores a 50 µM no hay una alteración notable en la morfología de las células, mientras 
que a concentraciones superiores se observa que hay un encogimiento citoplasmático y 
una reducción de la cantidad de células por campo con un comportamiento dosis 




dependiente. Previamente, se reportó que la reducción del volumen celular está 
vinculada con la activación de procesos apoptóticos y disminución de la viabilidad celular 
[307].  
En el caso del complejo Zn6MQ, las alteraciones a nivel morfológico solo se pudieron 
observar a partir de 250 µM, donde se encontró una reducción del número de células por 
campo, reducción en el volumen celular y contracción nuclear. A 350 µM se acentuó el 
efecto con una reducción significativa de la población celular y del volumen celular. 
Los cambios morfológicos presentados por las células A549 al ser expuestas a los 
complejos Cu6MQ y Zn6MQ muestran estrecha correlación con los resultados obtenidos 
en los ensayos de viabilidad celular (Figura 5.3-5).  








Figura 5.3-11 Evaluación de los cambios morfológicos en células A549 al ser tratadas con Cu6MQ (panel superior) y Zn6MQ (panel inferior) durante 24 horas (microscopía en 
campo claro, objetivo 10X, tinción con Giemsa). 






Con el fin de determinar si los efectos citotóxicos causados por los complejos Cu6MQ y 
Zn6MQ en las células A549 desencadenan alteraciones en el crecimiento y división celular 
se llevó a cabo el ensayo clonogénico. Como se puede ver en la Figura 5.3-12, las células 
tratadas con el complejo de zinc conservaron la capacidad reproductiva en casi todo el 
rango de concentraciones estudiadas; la proliferación celular sólo se vio afectada a partir 
de 250 µM. 
El complejo Cu6MQ mostró un efecto bifásico sobre la proliferación celular en el cual las 
células tratadas con bajas concentraciones del complejo mostraron su capacidad 
reproductiva aumentada con respecto a los controles, pero a partir de 60 µM se observó 
un descenso dependiente de la concentración en la fracción de células aptas para 
reproducirse y formar colonias. Previamente se ha demostrado que algunos compuestos 
de cobre a bajas concentraciones actúan como promotores del crecimiento y la 
proliferación celular, sin embargo, a concentraciones superiores inducen efectos 
antiproliferativos [308–310]. 
 
Figura 5.3-12 Resultados del ensayo clonogénico células A549 tratadas durante 24 horas con los 
complejos Cu6MQ y Zn6MQ. Los símbolos asterisco (***) representan una diferencia significativa con 
respecto a los controles (0 µM) p < 0.001. los datos se representan como la media ± SEM con n = 9. 
 
 Determinación de las especies de oxígeno reactivas y su efecto en la viabilidad de 
las células A549 
Tal como se ha expuesto en secciones previas, una de las principales vías mediante la cual 
los compuestos que involucran metales de transición afectan la viabilidad de las células 
tumorales es a través de la generación de especies de oxígeno reactivas (ROS). Con el 
objetivo de evaluar si los compuestos Cu6MQ y Zn6MQ producen dichas sustancias a 
nivel intracelular en las células A549, éstas se incubaron durante 24 horas con diferentes 
concentraciones de los complejos y se emplearon las sondas fluorimétrica DHE y 
H2DCFDA para detectar la presencia principalmente de superóxido y peróxido 
respectivamente, usando citometría de flujo. 
En la Figura 5.3-13 se presentan los resultados de dichos experimentos. En el caso de la 
detección del anión radical superóxido (panel A), los complejos no mostraron inducir una 




cantidad significativa de esta especie en las células A549 en el periodo evaluado. Por el 
contrario, en la determinación de peróxido (panel B) se observó que el complejo de cobre 
a una concentración de 40 µM incrementó más de 10 veces la cantidad basal de esta 
especie a nivel intracelular, mientras que el complejo de zinc la duplicó a las 
concentraciones de 200 y 250 µM. 
 
Figura 5.3-13 (A) determinación de superóxido en células A549, marcadas con DHE. (B) Determinación de 
peróxido en células A549 marcadas con H2DCFDA. (C) Histogramas población celular derivada de 
citometría de flujo para la determinación de peróxido. Los asteriscos representan diferencia significativa 
con respecto a los controles basales (0 µM). los gráficos se representan como la media ± SEM con un n = 
10. 
En el panel C de la Figura 5.3-13, se presentan los histogramas de frecuencia derivados 
del análisis por citometría de flujo en la determinación de peróxido intracelular. Como se 
puede observar, a las concentraciones que causaron un aumento significativo de la 
fluorescencia a causa de peróxido intracelular, aparece una población celular desplazada 
hacia la derecha, es decir, a valores superiores de fluorescencia. Cabe destacar que 
Cu6MQ a 40 µM produjo una población muy importante de células positivas para 
peróxido, sin embargo, a 60 µM la población positiva disminuyó. Este efecto puede estar 
asociado a cierto grado de muerte celular, el cual es del 50 al 60% aproximadamente, 
según el ensayo de viabilidad (ver Figura 5.3-8), la cual compromete la integridad de la 
membrana celular. Por otro lado, es un hecho conocido que la sonda H2DCFDA se 
acumula a nivel citoplasmático, con lo cual cuando la membrana plasmática se vuelva 
más permeable, H2DCFDA no será retenida por la célula. 




Se ha reportado que las células tumorales pueden adaptarse a entornos con considerable 
cantidad de especies oxidantes, mediante la activación de las enzimas de defensa 
antioxidante, así como con la participación de componentes no enzimáticos como el GSH 
para contrarrestar el aumento de la generación de ROS. Éste parece ser un mecanismo 
importante por el cual las células cancerosas mantienen la homeostasis redox. La 
supresión de este mecanismo de adaptación podría ser una estrategia atractiva para 
afectar de manera preferencial a las células cancerosas y, por lo tanto, puede tener 
importantes implicaciones terapéuticas [311]. 
El agotamiento del glutatión debido a un incremento en la cantidad de ROS intracelular 
es uno de los marcadores más conocidos de estrés oxidativo y considerando que ambos 
complejos demostraron incrementar la cantidad de peróxido a nivel intracelular, se 
decidió determinar la relación GSH/GSSG. Teniendo en cuenta que estos compuestos 
mostraron una reducción de la viabilidad celular significativa tras 24 horas de tratamiento 
se evalúo, la relación GSH/GSSG después de ese tiempo de exposición. Asimismo, se 
midió la relación GSH/GSSG a 6 horas con el fin de establecer si el estrés oxidativo 
produce un descenso en los niveles de GSH de forma temprana ya que este cumple un 
rol fundamental en la primera línea de defensa enzimática asociada a las enzimas 
glutatión peroxidasa y glutatión reductasa, además de ser uno de los componentes no 
enzimáticos mayoritarios [127].  
Los resultados que se presentan en la Figura 5.3-14, muestran que el complejo Cu6MQ 
fue el que demostró ocasionar una oxidación del glutatión dependiente de la 
concentración del complejo en los periodos de tiempo estudiados en todo el rango de 
concentraciones, al realizar las pruebas estadísticas de diferencia de medias, se obtuvo 
que no hay una diferencia significativa entre concentraciones a los dos tiempos 
evaluados. Mientras que el complejo de zinc afectó la proporción GSH/GSSG únicamente 
después de 24 horas de exposición a partir de 200 µM. Los resultados de ambos 
compuestos presentan coherencia con la producción intracelular de la especie peróxido 
demostrada previamente y se puede proponer que estos complejos inducen estrés 
oxidativo en las células A549 [312]. 
 
Figura 5.3-14 Determinación de la relación GSH/GSSG en células A549 tratadas con (A) Cu6MQ y (B) 
Zn6MQ. Los asteriscos representan diferencia significativa con respecto a los controles negativos (células 
no tratadas, 0 µM) * p<0.05 y *** p < 0.001, respectivamente. Los datos se presentan como la media ± 
SEM con un n=12. 





Para confirmar la implicancia de la generación intracelular de peróxido y la inducción de 
estrés oxidativo por parte de los complejos Cu6MQ y Zn6MQ en la disminución de la 
viabilidad celular, las células A549 fueron tratadas con diferentes concentraciones de los 
complejos y en simultáneo se agregó una mezcla de vitaminas, 50 µM de vitamina C y 
vitamina E, las cuales actúan como scavengers de ROS y son una fuente exógena de 
antioxidantes. Se determinó la viabilidad de las células luego de 24 horas de exposición a 
través de la técnica del MTT. Los resultados ilustrados en la Figura 5.3-15 demuestran 
que la adición de las vitaminas provocó una recuperación general de la viabilidad celular, 
elevando la población viable, cuando se usan las máximas concentraciones de ambos 
complejos por encima del 60% con respecto al basal. 
 
Figura 5.3-15 Efecto de la adición de scavengers de especies reactivas de oxígeno sobre la viabilidad de 
células A549 (24 horas). Los asteriscos (***) indican una diferencia significativa con respecto a los 
controles (0 µM) p < 0.001 y el símbolo numeral (#) indica una diferencia entre el efecto citotóxico de los 
complejos a la misma concentración cuando se adicionan las vitaminas C y E (p < 0.001). Los datos se 
presentan como la media ± SEM con un n=12. 
 Inducción de apoptosis y alteraciones en el ciclo celular 
La evaluación de la inducción de procesos apoptóticos en células A549 tratadas con los 
compuestos Cu6MQ y Zn6MQ durante 24 horas, se determinó a través citometría de 
flujo, empleando como sondas Anexina V-FITC y yoduro de propidio (IP). 





Figura 5.3-16 Evaluación de apoptosis en células A549 tratadas con Cu6MQ y Zn6MQ durante 24 horas. El 
símbolo asterisco (***) representa una diferencia significativa p<0.001 con respecto a las células control 
(0 µM). Los datos se presentan como la media ± SEM con un n=9. 
 
Los resultados para el complejo de cobre (Cu6MQ) se presentan en la Figura 5.3-16(A). 
Se pudo apreciar que a la concentración de 40 µM hubo un incremento de la población 
positiva para anexina (7.2%), lo que indica un proceso de exposición de la fosfatidilserina 
en la cara externa de la membrana celular, lo que está asociado con procesos apoptóticos 
tempranos. También aumentó la población doble positiva (7.6%), señalando procesos de 
apoptosis tardía. Al aumentar la concentración hasta 60 µM se obtuvo un aumento y 
desplazamiento de la población a procesos de apoptosis tardía (marcación doble positiva) 
con un 12.6 % de eventos y células positivas para IP que está asociado a células muertas 
(7.4%). Finalmente, a 80 µM se observó que la mayoría de la población celular estaba 
muerta (22%), seguido por una población en apoptosis tardía (6.6%). De lo cual se puede 
concluir que el complejo Cu6MQ indujo procesos apoptóticos y muerte celular de manera 
dosis dependiente, de forma consistente con lo observado en los ensayos previos de 
viabilidad celular.  
En los resultados del complejo Zn6MQ (Figura 5.3-16B) se observó que a 150 µM había 
un 20 % de la población en apoptosis tardía (doble positiva para anexina/IP) y también 
una cantidad apreciable en estado de muerte celular, 16.8 % (IP positivas). Al aumentar 
la concentración de complejo a 250 y 300 µM, gran parte de la población celular estaba 
muerta (IP positiva) 53 % y 76 % respectivamente. 
 
Figura 5.3-17 Evaluación de las alteraciones en el ciclo celular de células A549 tratadas con (A) Cu6MQ y 
(B) Zn6MQ durante 24 horas. Los asteriscos representan diferencia significativa con respeto a los controles 
con * p<0.05 y *** p<0.001. Los datos se presentan como la media ± SEM con un n=9. 





Figura 5.3-18 Histograma de frecuencia derivado del análisis del ciclo celular (células A549) tratadas 
durante 24 horas con el complejo Cu6QM y marcadas con yoduro de propidio. 
Al analizar los resultados relacionados con la distribución de las células A549 en las 
diferentes etapas del ciclo celular, después de ser expuestas a los complejos Cu6MQ y 
Zn6MQ durante 24 horas, se obtuvieron los siguientes resultados. 
El complejo de cobre a 25 µM ocasionó una disminución de la población en fase G1 con 
respecto a los controles con un moderado aumento en la población G2/M. Este tipo de 
comportamiento fue observado en las concentraciones superiores donde se pudo ver 
que la población celular en la fase G2/M se encontraba incrementada aproximadamente 
un 10 % con respecto a los controles. La acumulación en esta etapa se dio a expensas de 
la población G1 la cual se vio disminuida en la misma proporción, mientras que las células 
en la fase S del ciclo no se vieron alteradas con respecto a los controles. En la Figura 
5.3-18, se pueden observar histogramas representativos de la población celular 
analizados para el ciclo celular y los cambios inducidos por el complejo a las distintas 
concentraciones empleadas.  
El arresto de las células en la fase G2/M del ciclo celular inducido por diferentes agentes 
ha sido relacionado con el daño directo en el ADN, inhibición de la topoisomerasa y la 
presencia de agentes estabilizantes de los microtúbulos. Finalmente el arresto en ésta 




etapa del ciclo celular, se correlaciona con la inducción de muerte celular a través de la 
activación de la cascada apoptótica [313,314]. 
Por otro lado, el complejo Zn6MQ en las células A549 a la concentración de 250 µM causó 
un incremento en la población celular en la fase S del ciclo (34 %), con la consecuente 
reducción de la población en fase G1 (42.5 %) aproximadamente un 18 % menos que en 
las células control. Al aumentar la concentración de complejo hasta 350 µM, las 
poblaciones en G1 y S encontraron leventemente disminuidas y aumentadas en relación 
con los controles, respectivamente; No obstante, a esta concentración se encontró un 
aumento significativo de la población Sub-G1 (10.5%) la cual es un indicador de células 
con fragmentación en el ADN, que se encuentran sufriendo procesos apoptóticos. En la 
Figura 5.3-19 se encuentran representados los histogramas de frecuencia del análisis del 
ciclo celular de este complejo. 
El arresto celular en fase S señala un proceso en el cual hay síntesis de ADN, pero no logra 
superar el punto de revisión en esta etapa, principalmente debido a la presencia de 
defectos en el ADN. Diversas sustancias como pemetrexed y camptotecina inducen 
arresto en este punto y conducen a la muerte celular vía apoptosis, lo cual coincide con 
los hallazgos reportados para este complejo [315–318]. 
 
 
Figura 5.3-19 Histograma de frecuencia derivado del análisis del ciclo celular (células A549) tratadas 
durante 24 horas con el complejo Zn6QM y marcadas con yoduro de propidio. 
 Daños a nivel genético inducidos por Cu6MQ y Zn6MQ 
Las alteraciones en el ADN como mecanismo de acción de diferentes complejos con 
capacidad oxidante han sido revisadas en la literatura ampliamente [23,319,320]. 
Con el objetivo de dilucidar si los complejos Cu6MQ y Zn6MQ inducen alteraciones en el 
ADN de las células A549, se aplicó el ensayo cometa o electroforesis de una única célula. 
Los resultados se presentan en la Figura 5.3-20. 
Las células tratadas con concentraciones sub-IC50 del complejo Cu6MQ mostraron 
inducir roturas en las hebras del ADN a 25 µM (tail moment 2.5), es de destacar que, a la 
misma concentración de complejo, cuando las células fueron incubadas con la enzima 
Endo III la cantidad de cortes en el ADN se triplicó indicando la presencia de bases 
pirimidínicas oxidadas, lo que se puede correlacionar con la inducción de estrés oxidativo 
intracelular previamente demostrado [321]. 




El complejo Zn6MQ sólo demostró inducir cortes en el ADN a una concentración de 50 
µM en presencia de la enzima Endo III y en menor proporción que su análogo de cobre. 
Esta respuesta es consistente con la menor capacidad del complejo de zinc de producir 
peróxido señalada en el apartado 5.3.5 en la Figura 5.3-13. 
 
Figura 5.3-20 Resultados del ensayo cometa en células A549 expuestas a los complejos Cu6MQ y Zn6MQ 
durante 24 horas. El asterisco representa una diferencia significativa con respecto a los controles 
(p<0.001), el símbolo numeral, #, representa una diferencia entre las células incubadas con la enzima 
Endo III (p<0.001). Los datos se presentan como la media ± SEM con un n=150. 
 
Figura 5.3-21 Evaluación inducción de micronúcleos en células A549 tratadas con los complejos Cu6MQ y 
Zn6MQ durante 24 horas. Los datos se representan como la media ± SEM con un n = 5. La bleomicina 
(barra en color verde) se empleó como control positivo (0.7 µM) 
En la Figura 5.3-21, se presentan los resultados de la formación de micronúcleos en 
células A549 tratadas durante 24 horas con los complejos Cu6MQ y Zn6MQ. Como se 




puede ver en la figura en el panel izquierdo se observa que el complejo de cobre induce 
la formación de micronúcleos de una manera dependiente de la concentración desde 2.5 
µM e incluso a la máxima concentración supera la cantidad de micronúcleos inducida con 
respecto al control positivo de bleomicina (0.7 µM). La formación de micronúcleos es 
congruente con la inducción de cortes en el ADN demostrado a través del ensayo cometa 
[322]. Singh y colaboradores han demostrado que complejos de cobre II, tienen la 
capacidad de inducir micronúcleos en células en cultivo y que hay una correlación entre 
la frecuencia de los micronúcleos y la muerte por apoptosis [297]. 
El complejo Zn6MQ por su parte, también incrementó la frecuencia de micronúcleos en 
las células A549 en todas las concentraciones evaluadas (2.5 – 100 µM). Sin embargo, en 
este caso la respuesta fue independiente de la concentración. De igual manera, se puede 
ver una relación entre la tendencia incremental en los quiebres de ADN inducidos por el 
complejo (Figura 5.3-20) y la formación micronúcleos. Khabour et al., demostraron que 
complejos de zinc con bases de Schiff con 8-aminoquinolina indujeron efectos 
genotóxicos en linfocitos humanos y en pruebas en ratones [323]. 
 
 Efecto de los complejos Cu6MQ y Zn6MQ en la viabilidad y proliferación de 
esferoides multicelulares derivados de la línea celular A549 
Los esferoides multicelulares derivados de la línea A549 fueron expuestos a los complejos 
Cu6MQ y Zn6MQ durante 24 y 48 horas, posteriormente se evaluó la viabilidad celular 
usando la sonda resazurina. 





Figura 5.3-22 Evaluación de la viabilidad celular de esferoides de A549 tratados con (A) Cu6MQ (B) 
Zn6MQ durante 24 y 48 horas. El símbolo asterisco (***) representa una diferencia significativa con 
respecto al control (0 µM) con un valor p<0.001. El símbolo numeral representa una diferencia entre los 
tratamientos realizados durante 24 y 48 horas a la misma concentración con un valor de p<0.001. Los 
datos se representan como la media ± SEM con n=20 
 
Los resultados mostrados en la Figura 5.3-22 muestran una vez más que en este sistema 
existe una diferencia entre el nivel de actividad citotóxica de ambos complejos. Cu6MQ 
demostró ser el más activo y su efecto fue dependiente de la concentración tanto a 24 
como a 48 horas. También se encontró que en los esferoides el valor de IC50 a 24 horas 
se triplicó (176.4 µM) con respecto al valor obtenido en los ensayos en el modelo 
bidimensional (ver apartado 5.3.3). A las 48 horas se encontró un descenso significativo 
en la viabilidad de los esferoides desde 50 µM (≈ 30% con respecto a los controles) y una 
diferencia significativa (p<0.05) entre las mismas concentraciones utilizadas a 24 y 48 
horas. 
El complejo de zinc tras ser incubado con los esferoides tras 24 horas indujo efectos en 
la viabilidad celular únicamente a la máxima concentración empleada (500 µM) con un 
IC50 calculado de 469.4 µM, el cual corresponde a aproximadamente al doble del 
obtenido en los ensayos en monocapa. Al incrementar el tiempo de incubación a 48 horas 
se encontró un efecto en la viabilidad celular dependiente de la concentración desde 200 




µM y un valor de 339.2 para el IC50. Estos resultados muestran una reducción de 1.4 veces 
con respecto al obtenido a las 24 horas, señalando que el efecto de este complejo 
también depende del tiempo. 
La resistencia mostrada por los esferoides al ser expuestos a los complejos ya ha sido 
reportada previamente para diversos agentes terapéuticos. Por ejemplo, en el caso del 
cisplatino varios autores reportan incrementos del orden de 100 veces en comparación 
con lo observado en monocapa. Este tipo de resistencia se encuentra asociada a la 
adhesión celular que se presenta en estos modelos de cultivo y es conocida como 
resistencia a la apoptosis mediada por la adhesión. Este tipo de resistencia es comparable 
a la mostrada por los tejidos tumorales in vivo [324–326] Debido a estas diferencias en la 
respuesta celular a agentes citotóxicos, el uso de esferoides multicelulares es 
considerado una herramienta fundamental en el desarrollo y la investigación in vitro de 
nuevas drogas antitumorales. 
Los esferoides multicelulares presentan tres zonas principales clasificadas según la 
morfología de las células que la integran: el núcleo necrótico en el centro del esferoide, 
una capa intermedia de células quiescentes y la capa más externa en la cual se ubican las 
células proliferantes. Estas últimas hacen que el esferoide crezca, por lo que la inducción 
de muerte celular a las células de estas dos últimas zonas es fundamental para evitar 
procesos de migración, invasión y metástasis [150,151] 
Para determinar el efecto de los complejos sobre las diferentes capas del esferoide se 
empleó una doble tinción con fluoresceína diacetato (FDA) y yoduro de propidio (IP), la 
primera marca las células vivas y activas metabólicamente y la segunda las células 
muertas o con alteraciones en la integridad de la membrana celular. 
En la Figura 5.3-23 (panel superior) se muestran las fotografías -adquiridas a través de un 
microscopio de epifluorescencia- de esferoides tratados durante 24 horas con el 
complejo Cu6MQ y marcadas con FDA e IP. Como se puede apreciar en la fotografía del 
control la población de células viables (verde) se encuentra en la parte más externa del 
esferoide envolviendo de forma casi continua el centro de células necróticas (positivas 
para IP). 
Se puede ver que al incrementar la concentración del complejo Cu6MQ la población 
celular viable empieza a disminuir y a partir de 100 µM la mayoría de las células son 
positivas para yoduro de propidio indicando que hay muerte celular. Otra característica 
relevante que se puede observar es la pérdida de compactación del esferoide y la 
definición del borde externo del mismo. 
En los paneles inferiores de la figura se pueden observar fotografías de esferoides 
expuestos a diferentes concentraciones de Cu6MQ durante 24 horas que fueron 
transferidos a placas de cultivo adherentes y cultivados durante 24 y 72 horas con medio 
de cultivo completo (DMEM + 10% SFB). Este experimento presenta una analogía con los 
ensayos de proliferación celular ya que se evalúa la capacidad de las células para 
reproducirse después del tratamiento con los complejos. 




Se puede observar que en las primeras 24 horas de incubación en los controles y las 
concentraciones de 10 y 50 µM hay proyecciones de invadopodios hacia la superficie de 
la placa, mientras que en las concentraciones superiores no se aprecian dichas 
protrusiones. Por el contrario, a las 72 horas post-exposición a concentraciones inferiores 
de los complejos, los esferoides muestran una proliferación celular importante sobre la 
superficie de la placa de cultivo, mientras que en las concentraciones superiores no hubo 
proliferación celular. Dichos resultados son congruentes con los ensayos de viabilidad y 
la tinción con FDA/IP, demostrando que los esferoides que conservaron células viables 
en la capa proliferante fueron aquellos que lograron crecer en la superficie de la placa.   
 
 
Figura 5.3-23 Fotografías tinción live-dead para esferoides multicelulares tratados con el complejo Cu6MQ 
fluoresceína (verde) yoduro de propidio (rojo). En los paneles inferiores microscopía de contraste de fase 
(10X) para evaluar el efecto de la proliferación celular después del tratamiento con el complejo. 
 
Los esferoides expuestos al complejo Zn6MQ durante 24 horas y teñidos con FDA/IP, se 
presentan en la Figura 5.3-24 (panel superior). Se puede observar que los esferoides 
expuestos a las concentraciones evaluadas conservaron viabilidad de la capa proliferante 
con un leve incremento en la cantidad de células positivas para IP. El resultado es 
consistente con los resultados obtenidos en el ensayo de proliferación de los esferoides 
(paneles inferiores Figura 5.3-24) donde se advierte que a las 24 horas de incubación 
había protrusiones celulares en la superficie de la placa en todo el rango de 
concentraciones estudiado y a 72 horas se encontró una proliferación celular significativa 
sobre la superficie de la placa.  
 





Figura 5.3-24 Fotografías tinción live-dead para esferoides multicelulares tratados con el complejo Zn6MQ 
fluoresceína (verde) yoduro de propidio (rojo). En los paneles inferiores microscopía de contraste de fase 
(10X) para evaluar el efecto de la proliferación celular después del tratamiento con el complejo. 
 
 Evaluación de sinergismo entre los complejos Cu6MQ y Zn6MQ 
En vista de la diferencia de la potencia de los complejos Cu6MQ y Zn6MQ, se evaluó la 
posible interacción sinérgica entre ambos complejos empleado el método de Chou – 
Talalay, bajo el modelo de índice de combinación [255,256]. A partir de datos de 
viabilidad celular obtenidos a través del ensayo MTT para el modelo 2D y de resazurina 
para los esferoides y su posterior análisis en el programa Compusyn® se obtuvieron los 
datos resumidos en la Tabla 5.3-5. 
Tabla 5.3-5 Resumen de los valores del índice de combinación de los complejos Cu6MQ y Zn6MQ para los 
niveles de efecto 0.5, 0.75 y 0.90 en células A549. 
Combinación de complejos 
Complejos Dm (µM) r2 
CI/fracción afectada 
0.50 0.75 0.90 
Cu6MQ 52.6 0.955     
Zn6MQ 245.9 0.990     






















Cu6MQ 176.4 0.974     
Zn6MQ 469.4 0.991     







+++ Sinergismo, ++ Sinergismo moderado, - Antagonismo moderado. 
 




Para los experimentos en monocapa, se usaron tres combinaciones de los complejos 
Cu6MQ:Zn6MQ en relación fija, 1:1, 1:3 y 1:4. Los resultados indican que la relación 1:1 
presentó los mejores valores del índice de combinación mostrando un efecto 
moderadamente sinérgico entre ambos complejos. En las relaciones 1:3 y 1:4 se observó 
una reducción de la interacción sinérgica y un aumento de los valores del índice de 
combinación, de lo cual se deduce que al aumentar la concentración del complejo Zn6MQ 
se presenta una competencia entre ambos compuestos desplazando el comportamiento 
de la mezcla hacia el antagonismo a medida que aumenta la fracción afectada, es decir, 
la cantidad de células muertas. En la relación de combinación 1:1, los valores de IC50 se 
redujeron 1.6 veces (Cu6MQ) y 7.5 veces (Zn6MQ) en relación con los IC50 de cada 
complejo individualmente. 
Al combinar ambos complejos y probarlos en el modelo de esferoides se encontró 
también una interacción sinérgica en la relación 1:1, reduciendo la dosis media (IC50) a 
una concentración total de 135.3 µM (Cu6MQ + Zn6MQ) lo que representa una reducción 
de casi 7 veces la concentración de Zn6MQ y 2.6 veces la de Cu6MQ. 
En definitiva, la combinación de los complejos en una relación 1:1 permite reducir la 
concentración necesaria de estos para causar un efecto citotóxico sobre las células A549. 
 
 Resumen sección 5.3 Complejos de 6-metoxiquinolina con cobre, zinc, cobalto y 
plata 
En esta sección se inició el estudio con cuatro complejos de 6-metoxiquinolina con cobre, 
zinc, cobalto y plata. El complejo de plata fue el más citotóxico de la familia. Sin embargo, 
a pesar de mejorar las propiedades antitumorales del ligando, no se pudo observar 
diferencia con el catión Ag(I). El complejo iónico Co6MQ, que mostró ser 
estructuralmente diferente a los otros complejos miembros de la familia, no ejerció 
efectos nocivos sobre las células A549 ni sobre las MG-63. Mientras que los complejos 
Cu6MQ y Zn6MQ demostraron ser efectivos en ambas líneas celulares, siendo el 
complejo de cobre más potente y que además mostró selectividad frente a células no 
tumorales. 
Dada la actividad de los complejos de cobre y zinc, se decidió estudiar su mecanismo de 
acción en las células A549. Se logró demostrar que ambos complejos inducen la 
formación de peróxido a nivel intracelular, siendo el complejo de cobre el más activo. 
Además, se encontró la inducción de estrés oxidativo con una alteración de la dupla 
GSH/GSSG.  
Ambos complejos desencadenaron procesos apoptóticos relacionados con daños de tipo 
oxidativo a nivel del ADN, el complejo de cobre indujo alteración en el ciclo celular con 
un arresto en la fase G2/M, mientras que el Zn6MQ arrestó el ciclo en la fase S. 
El complejo Cu6MQ produjo efectos citotóxicos en esferoides de células A549 de una 
manera dependiente de la concentración y del tiempo, mientras que Zn6MQ sólo afecto 
la de manera dependiente de la concentración después de 48 horas del tratamiento. 




Cu6MQ también ocasionó alteraciones a nivel de la proliferación celular en los modelos 
de monocapa y esferoides, mientras que Zn6MQ sólo afecto la proliferación en el modelo 
bidimensional en el rango de concentraciones evaluadas. 
Finalmente, se pudo comprobar que al combinar los complejos Cu6MQ y Zn6MQ en una 
relación uno a uno hay un efecto sinérgico entre ambos complejos y adicionalmente las 
concentraciones de ambos complejos pueden ser reducidas en varios órdenes de 
magnitud para lograr el mismo efecto que los compuestos de forma individual. 
 
 
Figura 5.3-25 Resumen gráfico resultados obtenidos para los complejos Cu6MQ y Cu6MQ.




5.4. Estudios realizados con complejos ternarios de 2,2´-biquinolina con sulfametazina y 
sulfaquinoxalina 
 Introducción 
Es esta sección del manuscrito se analizarán los efectos de los complejos ternarios de 
2,2´biquinolina con sulfaquinoxalina (Cu(SDQ)(BQ)Cl) y con sulfametazina 
(Cu(SMT)(BQ)Cl), nombrados de ahora en adelante SDQCu y SMTCu, respectivamente. 
Además, con propósitos comparativos se sintetizaron los complejos binarios de cobre con 
sulfametazina (SMTCu binario), sulfaquinoxalina (SDQCu binario) y con el heterociclo 
2,2’-biquinolina con fórmula CuBQ2Cl2 (CuBQ). 
 
Figura 5.4-1 Estructura química de los complejos ternarios de Sulfaquinoxalina (SDQCu), Sulfametazina 
(SMTCu) y Biquinolina.  
 
 
Figura 5.4-2 Estructura química del complejo CuBQ2Cl2 (CuBQ). 
 





Figura 5.4-3 Estructura química de los complejos binarios de sulfametazina (SMT) y sulfaquinoxalina (SDQ) 
con cobre. 
 
Las sulfonamidas son una clase de agentes terapéuticos usados en el tratamiento de un 
amplio espectro de infecciones bacterianas causadas tanto por microorganismos gram-
positivos como gram-negativos y actúan, principalmente, como bacteriostáticos a través 
de la inhibición de la síntesis del ácido fólico y afectando la síntesis de ADN [327]. 
Una gran variedad de complejos de coordinación derivados de sulfonamidas ha sido 
estudiada por poseer propiedades relacionadas con su capacidad para estabilizar 
polímeros, comportamiento magnético, electroquímica, emisión luminiscente y actividad 
biológica [220]. A nivel farmacológico, el complejo más conocido es la sulfadiazina de 
plata, ampliamente empleada en el tratamiento de heridas cutáneas y quemaduras. 
Además, se han reportado complejos de cobre con capacidad antibacterial [33,328]. 
El ligando 2,2’-biquinolina es un compuesto heterocíclico perteneciente a la familia de las 
quinolinas, formada por dos unidades de quinolina unidas a través del carbono 2 del anillo 
nitrogenado. Diversos complejos de este ligando han sido reportados y estudiados por 
sus potenciales aplicaciones fisicoquímicas y terapéuticas [329], entre los que se pueden 




Figura 5.4-4 Estructura química de los ligandos 2'2 biquinolina, sulfametazina y sulfaquinoxalina. 
 





 Síntesis de los complejos ternarios SDQCu y SMTCu 
Estos compuestos fueron sintetizados y caracterizados en el laboratorio de la doctora 
Beatriz Soria, en el centro de química inorgánica (CEQUINOR) por el Ing. Cristian Villa. La 
síntesis y caracterización ha sido previamente reportada [220] y se describen brevemente 
en el apartado 4.1.3. 
Esta familia de complejos comprende dos complejos ternarios cuyas estructuras químicas 
se encuentran representadas en la Figura 5.4-1 (SMTCu y SDQCu). En la Figura 5.4-2 se 
encuentra la estructura química del complejo binario de cobre y biquinolina (BQ2Cl2) y 
la estructura de los complejos binarios de tipo polimérico de sulfaquinoxalina y 
sulfametazina se encuentran en la Figura 5.4-3 (SMTCu binario y SDQCu binario). 
 Efectos en la viabilidad celular 
Las células A549 derivadas de cáncer humano de pulmón tal como se expuso en el 
apartado 4.4.1 representan un modelo incluido en el panel del NIH para el estudio de 
potenciales fármacos antitumorales, por lo que la exploración de compuestos en esta 
línea celular aporta información relevante y comparable con diversos estudios 
publicados. Las células fueron expuestas a diferentes concentraciones de los complejos 
durante 24 horas y la viabilidad fue determinada aplicando la técnica del MTT (ver sección 
4.7.3). 
En la Figura 5.4-5, se puede observar que los complejos SMTCu y SDQCu al ser incubados 
durante 24 horas con las células indujeron un efecto citotóxico desde 2 µM reduciendo 
la viabilidad celular 63.1% y 76.9% respectivamente. Al comparar el complejo binario de 
2,2’-biquinolina con los ternarios, se puede observar que estos últimos son más 
citotóxicos para las células. También es posible observar en la Figura 5.4-5 que los tres 
complejos ejercen un efecto dependiente de la concentración, siendo sus valores de IC50 
CuBQ (3.8 ± 0.53 µM), SMTCu (1.79± 0.17 µM) y SDQCu (1.59± 0.14 µM). 
En experiencias previas, se demostró que el cloruro de cobre, y los ligandos libres 
biquinolina, sulfametazina y sulfaquinoxalina no indujeron alteraciones en la viabilidad 
celular hasta una concentración de 300 µM (datos no presentados), lo cual corrobora 
preliminarmente la hipótesis de este trabajo de tesis doctoral, que los complejos de 
coordinación mejoran las propiedades biológicas presentadas por el metal y los ligandos 
libres. 
El efecto de los complejos binarios de cobre con sulfametazina y sulfaquinoxalina sobre 
la viabilidad de las células A549 también fue evaluado durante 24 horas, y los resultados 
se presentan en la Figura 5.4-6. Se puede analizar de dicho gráfico que, a pesar de ampliar 
el rango de concentración utilizado de estos complejos hasta 100 µM, no se logró reducir 
la viabilidad de manera considerable, siendo el complejo más activo en este caso el 
SMTCu binario que a la máxima concentración redujo la viabilidad celular cerca de un 
40% mientras que SDQCu binario 19% aproximadamente. 




La diferencia entre los complejos y su efecto sobre la viabilidad celular está asociada con 
las propiedades fisicoquímicas de los ligandos seleccionados. Se ha demostrado que los 
complejos activos a nivel biológico tienen ligandos orgánicos con la capacidad de 
neutralizar la carga del ion cobre, incrementar la lipofilicidad general de la molécula para 
facilitar el trasporte a través de la membrana celular y tener la capacidad de interactuar 
con el ADN o con otras proteínas [33]. En el caso de los complejos estudiados en este 
apartado, se puede indicar que la presencia de la biquinolina y la sulfonamida como 
ligandos ofrece un sistema de deslocalización de la carga del cobre, a través de 
resonancia por medio de los dobles enlaces presentes en los complejos, lo cual 
incrementa la hidrofobicidad del complejo. Adicionalmente, la configuración planar de la 
biquinolina ofrece a los complejos la capacidad de actuar como intercalantes en las 
hebras de ADN por medio de interacciones del tipo de π-stacking [288], incluso complejos 
ternarios de sulfonamidas con ligandos N,N heterocíclicos similares a los expuestos en 
esta sección demostraron efectos lesivos en células Jurkat y Caco-2, actividad 
endonucleasa e inducción de apoptosis [77]. 
 
Figura 5.4-5 Efecto citotóxico de los complejos SDQCu, SMTCu y CuBQ en células A549 tratadas durante 
24 horas. Los asteriscos (***) representan una diferencia significativa con respecto a los controles basales 
(0 µM) con p<0.001. Los datos se presentan como la media ± SEM con un n=12. 
 
 
Figura 5.4-6 Efecto en la viabilidad celular de los complejos Binarios SMTCu y SDQCu en células A549. Los 
asterisco representa una diferencia significativa con respecto a los controles basales (0 µM) (p<0.01). 





Al comparar el efecto de los complejos en las células fibroblásticas de fenotipo normal 
MRC-5, se encontró que los complejos ejercieron un efecto nocivo comparable al 
obtenido en las células de fenotipo tumoral A549. Las curvas de viabilidad celular se 
encuentran en la Figura 5.4-7. 
 
Figura 5.4-7 Efecto de los complejos SDQCu y SMTCu en la viabilidad de células MRC-5 después de una 
exposición de 24 horas. Los asteriscos (***) representan una diferencia significativa con respecto al 
control basal (0 µM )con un valor de p<0.001. Los datos se presentan como la media ± SEM con un n=9. 
Un complejo de cobre con un metabolito del disulfiram (dietilditiocarbamato), Cu(DDC)2, 
demostró ejercer efectos citotóxicos en las líneas celulares U251, MDA-231-BR y A549 
con valores de IC50 alrededor de 1 µM y un efecto selectivo al ser probadas en 
fibroblastos normales HBEpC (IC50>10µM) [333]. De igual manera Mahendiran y 
colaboradores sintetizaron una familia de cuatro complejos de cobre (II) con 
tiosemicarbazonas y los evaluaron en las líneas de fenotipo normal, como NHDF y 
miotubos L6. Nuevamente los complejos tuvieron un efecto diferencial entre ligandos y 
complejos y fueron más citotóxicos sobre las células MCF-7, HeLa, Hep2 y EAC [334]. 
Estas investigaciones demostraron la relevancia de la exploración de familias de ligandos 
relacionados para obtener selectividad en el efecto citotóxico, como Rajalakshmi y 
colaboradores quienes presentaron una familia de tres complejos polipiridilicos de cobre 
(II) con el mismo ligando principal, pero variando el ligando secundario cada vez y 
demostraron que dos de tres fueron selectivos por las células MG-63, en comparación 
con las normales [335,336]. En el caso de los complejos estudiados en esta sección es 
posible realizar optimizaciones futuras del complejo SMTCu, el cual demostró una leve 
diferencia en la citotoxicidad (p<0.05) con respecto a SDQCu. 
 
 Determinación de la producción de ROS a nivel intracelular 
En múltiples reportes bibliográficos, en los que se estudia el mecanismo de acción 
asociado a la inducción de muerte celular empleando complejos de cobre (II), se ha 
demostrado una relación directa entre el aumento de especies reactivas de oxígeno, el 
incremento de estrés oxidativo y la muerte celular, principalmente apoptosis [337,338]. 




La alteración del estrés oxidativo como estrategia terapéutica se basa en dos 
aproximaciones, la primera es la generación de ROS a nivel intracelular y la segunda es 
ocasionar una deficiencia en los sistemas de defensa antioxidantes de la célula [49]. El 
glutatión, un tripéptido no proteico que constituye la principal defensa antioxidante no 
enzimática en la célula, se encuentra en concentraciones en el rango milimolar dentro de 
los tejidos [339,340], por tanto, la depleción de éste es un blanco terapéutico estudiado 
durante varios años por un número significativo de investigadores [341,342]. La L-
butionina sulfoximina (BSO) reduce los niveles de glutatión intracelular, ya que inhibe la 
enzima ligasa glutamato-cisteína, responsable del primer paso en la síntesis de éste [343]. 
Estudios clínicos y preclínicos relacionados con el desarrollo de agentes para terapia 
antitumoral han buscado maximizar o sinergizar el efecto de drogas cuyo mecanismo de 
acción se relaciona con la producción de especies de oxígeno reactivas incorporando BSO 
como coadyuvante [125,130,344–346]. 
Con el objetivo de intentar reducir la cantidad de complejo necesaria para ejercer un 
efecto citotóxico en las células en cultivo, SMTCu y SDQCu se emplearon de manera 
combinada con BSO 100 µM. 
Las células de fenotipo tumoral A549 fueron incubadas durante 24 horas con los 
complejos SDQCu y SMTCu, solos o en combinación con BSO 100 µM, con el objetivo de 
evaluar la producción de ROS, a través de citometría de flujo empleando la sonda 
H2CDFDA. Los resultados se presentan en la Figura 5.4-8. 
Se puede observar que cuando las células fueron tratadas con concentraciones por 
debajo del valor IC50 del complejo SDQCu, hubo un incremento significativo de la 
cantidad de ROS a partir de 0.5 µM, 92 % por encima de los valores basales. El 
comportamiento en las subsiguientes concentraciones fue incremental, alcanzando 
valores cercanos al 700 % con respecto al basal. Entre tanto el co-tratamiento con BSO 
también indujo un aumento relevante en la cantidad de ROS intracelulares, alcanzando 
concentraciones de hasta 1096 % con respecto a los controles, no obstante, el BSO per 
se, también ocasionó un aumento significativo de estas especies (784%) en concordancia 
con lo demostrado previamente por otros investigadores [125,347,348]. 
Asimismo, la combinación del complejo SDQCu con 100 µM de BSO produjo una 
disminución significativa del valor de IC50 obtenido (0.96 ± 0.11 µM) con respecto al 
efecto que induce solo el complejo (Figura 5.4-9). 
El estudio de las células por citometría de flujo con marcación de yoduro de propidio, 
mostró que la adición de 100 µM de BSO (en combinación con el complejo SDQCu) 
aumentó de manera significativa la cantidad de células positivas para yoduro (muertas) 
con respecto a las células tratadas solo con el complejo y los controles (Figura 5.4-10).  
El complejo SMTCu también causó un aumento de los niveles de ROS dependiente de la 
concentración, de manera significativa desde 1.0 µM (p<0.001), incrementando hasta 
223 % la cantidad de ROS a nivel intracelular. Sin embargo, es importante destacar que 
tanto para el complejo SMTCu como para SDQCu, al usar concentraciones altamente 




lesivas para las células la intensidad de la fluorescencia disminuyó con respecto a 
concentraciones inferiores. Este fenómeno puede ser explicado a raíz de que las células 
al iniciar los procesos de muerte pierden integridad en su membrana celular, por lo tanto, 
la sonda empleada no puede ser retenida en el citoplasma celular y los niveles de ROS 
detectados descienden por esta razón. 
 
Figura 5.4-8 Efecto de la inducción de especies reactivas de oxígeno (ROS) por los compuestos SDQCu 
(panel superior), SMTCu (panel inferior) y su combinación con BSO 100µM en células A549. Se empleó 
como control positivo 750 µM de H2O2. Los asteriscos representan una diferencia significativa con 
respecto al basal (0 µM) con (*** p<0.001). 
 
Al incubar las células con SMTCu y BSO de forma simultánea, se observó que la cantidad 
de ROS aumentó de manera significativa desde 0.5 µM (618 %), probablemente asociado 
al efecto individual del BSO. A 1.0 µM hubo un aumento comparable (636 %) y mayor con 
respecto al complejo individual, pero equivalente a la cantidad de ROS producida por el 
BSO solo (614 %). A concentraciones superiores (1.5 y 2.0 µM), donde la cantidad de 
células muertas aumentó (ver Figura 5.4-9 y Figura 5.4-12) la intensidad de los ROS se vio 
disminuida por la reducción de la actividad metabólica propia de la muerte celular y la 
pérdida de integridad celular evitando mantener la sonda fluorescente a nivel 
intracelular. Por otro lado, la combinación de SMTCu con BSO también redujo la viabilidad 
de las células tumorales y el valor obtenido de IC50 en las células A549 (0.98 ± 0.10 µM), 
con respecto a la exposición con solamente SMTCu. 




El compuesto SMTCu demostró inducir la producción intracelular de ROS en menor 
proporción que su complejo análogo SDQCu.  
En la Figura 5.4-10 y la Figura 5.4-12 se presentan las gráficas de dot plot derivadas de 
los experimentos de citometría de flujo, en los cuales las células se marcaron con 
H2CDFDA para determinar los ROS  y con yoduro de propidio para definir la población de 
células cuya integridad de membrana ha sido comprometida. 
Como se puede ver en la Figura 5.4-10, al emplear de manera combinada los compuestos 
SDQCu y BSO la cantidad de células muertas marcadas con yoduro de propidio presentan 
un incremento de 10 % y 25 % en las concentraciones de 1.0 y 1.5 µM al ser comparados 
con las muestras tratadas únicamente con el complejo. 
En la Figura 5.4-12 se muestran los resultados de citometría de flujo de células tratadas 
con el complejo SMTCu y marcadas con la sonda para ROS (H2CDFDA) y la sonda yoduro 
de propidio con la cual se determinaron las células muertas. Se encontró que la 
combinación del complejo a la concentración de 1.5 µM con BSO indujo un aumento 
cercano al 37 % de células muertas, en comparación con las células tratadas únicamente 
con el complejo. En general el uso del BSO desplazó la población celular a valores mayores 
de intensidad de fluorescencia, asociada al yoduro de propidio. 
 
 
Figura 5.4-9 Efecto de la combinación de los complejos SDQCu, SMTCu y BSO 100 µM, en la viabilidad de 
células A549 tratadas durante 24 horas. El asterisco representa diferencia significativa con respecto al 
control, p<0.001. Los datos se presentan como la media ± SEM con un n=9. 
 





Figura 5.4-10 Gráficas dot plot para células tratadas con SDQCu y SDQCu + BSO en células A549. En el 
canal FL2 (eje Y) células marcadas positivamente con yoduro de propidio y en el canal FL1 (eje X) células 
marcadas con H2DCFDA. 
 
Figura 5.4-11 Histogramas de frecuencia de células viables marcadas con H2DCFDA, tratadas con el 
compuesto SDQCu y su combinación con BSO 100µM   






Figura 5.4-12Gráficas dot plot para células tratadas con SMTCu y SMTCu + BSO en células A549. En el 
canal FL2 (eje Y) células marcadas positivamente con yoduro de propidio y en el canal FL1 (eje X) células 
marcadas con H2DCFDA. 
 





Figura 5.4-13 Histogramas de frecuencia células viables marcadas con H2DCFDA, tratadas con el 
compuesto SMTCu y su combinación con BSO 100µM. 
 
Con el fin de comprobar que los altos niveles de ROS inducidos por SDQCu y SMTCu en 
las células A549 son los responsables del rol deletéreo sobre la viabilidad celular, se 
realizó un experimento en el cual las células A549 fueron incubadas simultáneamente 




con los complejos y 50 µM de vitaminas C y E, conocidas por su capacidad antioxidante, 
para posteriormente determinar si hubo una recuperación de la viabilidad celular.  
Los resultados presentados en la Figura 5.4-14 demostraron que, para el complejo SMTCu 
la viabilidad de las células se recuperó en promedio 10% en las concentraciones de 2.0, 
3.0 y 4.0 µM al incluir las vitaminas. Para el complejo SDQCu, en la concentración de 2.0 
µM la viabilidad se recuperó 22%, a 3.0 µM 10.4% y finalmente a 4.0 µM 6.9%. La 
recuperación de la viabilidad puede ser asociada a la neutralización de los ROS por parte 
de las vitaminas [349,350]. Lo que podría explicar parcialmente el mecanismo de muerte 
que ejercen los complejos SMTCu y SDQCu. En la Tabla 5.4-1 se resumen los valores de 
IC50 obtenidos al tratar las células con los complejos solos y en combinación con 
vitaminas C y E. 
 
 
Figura 5.4-14 Efecto de los complejos SDQCu y SMTCu sobre la viabilidad de células A549 
al ser combinados con scavengers generales de especies de oxígeno reactivas como las 
vitaminas C y E. Los asteriscos representan una diferencia significativa de las células 
expuestas a los complejos con y sin vitaminas (* p<0.05, **p<0.001). El símbolo numeral 
representa diferencia con respecto a los controles basales (0 µM) con valores de p 
menores que 0.001. Los datos se presentan como la media ± SEM con un n=12. 
 
Tabla 5.4-1 Valores de IC50 calculados para las células A549 tratadas con los complejos SDQCu, SMTCu 
solos y en combinación con las vitaminas C y E durante 24 horas. Los datos se presentan como la media ± 
la desviación estándar  
SMTCu + Vit. SDQCu + Vit. SMTCu SDQCu 
IC50 1.962 ± 0.216 1.919 ± 0.227 1.790 ± 0.173 1.593 ± 0.137 
 




 Estudios de la relación GSH/GSSG en células A549 
Como se presenta en la Figura 5.4-15, se determinó la producción de estrés oxidativo, 
evaluando la relación glutatión reducido y glutatión oxidado (GSH/GSSG). Se encontró 
que ambos complejos SMTCu y SDQCu indujeron un desgaste en la cantidad de glutatión 
reducido a nivel intracelular desde 1.5 µM de una manera dependiente de la 
concentración, que correlaciona con el incremento de especies de oxígeno reactivas 
descripto en el apartado 5.4.4. Complejos como la auronofina y las casiopeinas inducen 
muerte celular actuando de este mismo modo, a través del incremento de ROS y la 
depleción de las reservas de GSH [351,352]. 
 
Figura 5.4-15 Determinación de la relación GSH/GSSG en células tratadas con los compuestos SMTCu y 
SDQCu. Los asteriscos representan diferencia significativa con respecto a los controles basales (0 µM) 
*p<0.05 y *** p<0.001. Los datos se presentan como la media ± SEM con un n=12. 
 
 Determinación del potencial estándar (Ehc) de reducción de la dupla glutatión 
oxidado y reducido 
El valor Ehc proporciona una expresión cuantitativa de la tendencia de una pareja redox 
a aceptar o donar electrones. El potencial de reducción redox tiol-tioldisulfuro a nivel 
intracelular ha demostrado ser una característica importante en el crecimiento celular y 
puede actuar en el control de procesos celulares fundamentales, incluido el control de la 
expresión génica, la proliferación celular y la ejecución de la apoptosis [285,353]. 
se determinó a través de la ecuación de Nernst considerando un pH de 7.0 y una 
temperatura de 25°C (Ecuación 5.4-1). 
=|H =  −240 A} − 59.12  ~5 s_<t
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Ecuación 5.4-1 Determinación del potencial estándar de reducción de la dupla GSH/GSSG. 
 
Cabe aclarar que, en el caso de este experimento, se debe plantear la reacción en el 
sentido de la reducción del glutatión con el fin de poder aplicar el concepto de potencial 
de reducción.  
 




_<<_ + 20 + 2v  → 2_< 
Ecuación 5.4-2 Ecuación de reducción del glutatión. 
 
La determinación del potencial de reducción de esta reacción permite establecer, de una 
manera general, el estado redox de un sistema biológico [354]. La concentración de 
glutatión reducido y oxidado se determinaron en lisados celulares como se ha descripto 
en la sección 4.8.2 y la intensidad de fluorescencia de cada muestra ha sido interpolada 
en una curva de calibración obtenida para ambos analitos. Las células A549 fueron 
cultivadas y tratadas durante 24 horas con los complejos SMTCu y SDQCu, solos o en 
combinación con BSO (100 µM). Los resultados de esta experiencia son presentados en 
la Tabla 5.4-2. 
De los resultados se puede observar que ambos complejos inducen una alteración en el 
potencial de reducción GSSG/GSH a partir de la concentración 1.0 µM de SMTCu y de 1.5 
µM de SDQCu, llegando a potenciales de -214 mV en la máxima concentración. En ambos 
casos se presenta un efecto dependiente de la concentración (p<0.01). Cuando las células 
fueron expuestas a la combinación de los complejos de cobre y 100 µM de BSO, se 
observó que el potencial de reducción, a la mayor concentración, aumenta a valores de -
186.5 mV y -197.2 mV para SDQCu y SMTCu respectivamente. Es importante mencionar 
que el BSO per se también induce un aumento en el potencial de reducción en las células 
(-210.0 mV), sin embargo, el aumento del potencial al combinar SDQCu (1.0 µM) y el BSO 
presenta una diferencia significativa con respecto al BSO solo (p<0.001), dicha diferencia 
también se vio para la combinación SMTCu + BSO en las concentraciones de 1.0 y 1.5 µM. 
En la Figura 5.4-16 se presentan de manera gráfica los resultados de este ensayo. 
 
Tabla 5.4-2 Valores de potencial de reducción de la dupla GSSG/GSH en células A549 después de ser 
tratadas con los compuestos SDQCu, SMTCu y su combinación BSO 100µM. El asterisco representa una 
diferencia significativa con respecto a los controles (p<0.001). 
Ehc (GSSG/ GSH2) (mV ± desviación estándar) 
Compuesto 0 µM 0.5 µM 1.0 µM 1.5 µM 100 µM 
Basal -232.4 ± 2.5     
SDQCu  -235.1 ± 1.2 -228.0 ± 3.6 -214.0 ± 1.7*  
SDQCu + BSO 
100 µM 
 -209.9 ± 2.9* -208.2 ± 1.9* -186.5 ± 2.1*  
SMTCu  -232.4 ± 1.2 -225.8 ± 1.2* -213.8 ± 0.4*  
SMTCu + BSO 
100 µM 
 -213.7 ± 5.0* -200.6 ± 0.7* -197.2 ± 0.7*  
BSO     -210.0 ± 1.5* 





Como concepto general se considera que el bienestar celular aumentará mientras más 
negativo (menor) sea el valor del potencial de reducción GSSG/GSH, por tanto, el 
aumento de este valor señalará una alteración en el metabolismo y en el balance redox 
intracelular. Cuando este valor es cercano a -170 mV se ha señalado como indicador de 
que la célula está bajo un proceso apoptótico asociado a eventos oxidativos [354,355]. 
Los resultados obtenidos en este experimento tienen una relación con lo observado en 
las pruebas de viabilidad celular en las cuales se pudo observar que bajas concentraciones 
(0.5 y 1.0 µM) de los complejos SMTCu y SDQCu no causaron efectos dañinos en las 
células A549 (Figura 5.4-5), mientras que a concentraciones superiores, la población de 
células viables disminuyó de forma significativa. De igual manera, se encontró que al 
combinar los complejos de cobre con el inhibidor de la síntesis de GSH, la viabilidad de 
las células A549 se vio afectada a partir de 1.0 µM (ver Figura 5.4-9). 
 
 
Figura 5.4-16 Potencial de reducción de la dupla GSSG/GSH2 en células A549 tratadas con los compuestos 
SMTCu, SDQCu y su combinación con BSO 100µM. El asterisco representa una diferencia significativa con 
respecto a los controles basales (0 µM) con valores de p menores que 0.001, el símbolo numeral (#) 
representa una diferencia entre la combinación complejo + BSO y el BSO sólo (p<0.001). Los datos se 
presentan como la media ± la desviación estándar.  
 
Si bien ambos complejos alteran la relación de GSH/GSSG e incrementan el potencial de 
reducción, cuando se agrega BSO, solo SDQCu genera algún tipo de estrés oxidativo que 
no puede ser contrarrestado con la síntesis de GSH (ver niveles de ROS, Figura 5.4-8) 




 Efectos genotóxicos de los complejos SMTCu y SDQCu 
Como se ha discutido en secciones anteriores uno de los blancos terapéuticos de los 
complejos de cobre es su interacción directa o indirecta con el ADN [287,356]. El ensayo 
de electroforesis de una única célula (ensayo cometa) para determinar quiebres dobles y 
simples en las hebras de ADN fue realizado sobre células A549 tratadas con los complejos 
SMTCu y SDQCu durante 24 horas, los resultados se presentan en la Figura 5.4-17. 
El complejo SMTCu indujo quiebres en las hebras de ADN a las concentraciones de 1.0 y 
1.5 µM; los valores obtenidos del tail moment con el complejo son similares a los 
obtenidos con el control positivo de bleomicina (8.4). Dado el aumento de las especies 
de oxígeno reactivas, la depleción del glutatión y la disminución del potencial de 
reducción asociado a la cupla (GSSG/GSH2), se decidió evaluar si el ADN fue dañado a 
causa de este entorno prooxidante, para lo cual los portaobjetos con las células fueron 
incubados con la enzima EndoIII, una endonucleasa que causa cortes en el ADN en 
presencia de bases pirimidínicas oxidadas [321]. Como se puede ver en la Figura 5.4-17, 
el complejo SMTCu causó una oxidación en el ADN de una manera dependiente de la 
concentración a todas las concentraciones estudiadas.  
El complejo SDQCu también fue estudiado y se pudo determinar que el complejo indujo 
quiebres en el ADN de manera significativa a concentración de 1.5 µM, por otro lado, 
mediante la incubación con la endonucleasa se encontró un aumento significativo de los 
cortes en el ADN en todo el rango de concentración, este incremento se dio de una 
manera dependiente de la concentración. 
Los resultados obtenidos en esta experiencia están de acuerdo con los reportados en la 
literatura. Donde se señala que los complejos de cobre (II) con fenantrolina, pirimidina y 
otros ligandos heterocíclicos de tipo aromático tienen la capacidad de inducir clivaje de 
los ácidos nucleicos [357–359]. También se puede establecer que el incremento de los 
ROS intracelulares y la depleción de GSH causado por los complejos SMTCu y SDQCu 
produjo daños oxidativos en el ADN (ver sección 5.4.4 y la Figura 5.4-8).  
Ha sido ampliamente discutido por varios autores que el aumento de los ROS produce 
daños en el ADN nuclear y mitocondrial, los cuales desencadenan en procesos de muerte 
celular  [360–362]. 





Figura 5.4-17 Resultados del ensayo cometa en células A549, tratadas con los compuestos SMTCu y 
SDQCu durante 24 horas. Los asteriscos (***) representan una diferencia significativa de las células 
tratadas respecto a los controles basales (0 µM) (p<0.001).  
 
 Determinación de caspasa 3 activa 
La familia de las caspasas está conformada por más de una docena de enzimas de tipo 
proteasa, las cuales son los últimos efectores o ejecutores de la muerte celular 
programada, desencadenando los eventos asociados a la apoptosis [363]. La caspasa 3 es 
una proteína de tipo efectora que se activa al final de la cascada de señalización de 
apoptosis, tanto intrínseca como extrínseca. Dado el rol señalizador de esta enzima, se 
decidió determinar si los complejos SDQCu y SMTCu solos y en combinación con BSO 
tienen un efecto proapoptótico en las células A549. 
Dado que esta enzima actúa al final de la ruta de señalización apoptótica, las células 
fueron tratadas con los complejos SDQCu y SMTCu durante 12 horas, con el fin de 
observar los cambios en la activación de esta caspasa antes de que ocurra la muerte 
celular.  
Como se puede ver en la Figura 5.4-18, ambos complejos causaron un incremento 
significativo en la activación de la caspasa, SMTCu indujo un aumento dependiente de la 
concentración a las concentraciones de 1.0 y 1.5 µM, duplicando y cuadruplicando los 
valores basales de la enzima. Al combinar el complejo SMTCu con BSO, se encontró que 
ambas sustancias indujeron un aumento de la activación en todo el rango de 
concentraciones utilizado. Sin embargo, sólo se observó dependencia directa con la 
concentración de complejo a 1.0 y 1.5 µM. También se determinó que el BSO per se 
induce activación de la caspasa, no obstante, se encontró que el efecto en la activación 
de la caspasa aumenta de manera significativa (p<0.05) cuando las células son tratadas 
con el BSO y SMTCu a 0.5 y 1.0 µM. 
La aparente disminución en la activación de caspasa 3 al tratar las células con el complejo 
SMTCu + BSO a la concentración de 1.5 µM, podría ser explicado por la inducción de 




muerte celular ya que, al morir la célula, la actividad caspasa se ve reducida, pues la 
enzima en el caso de cultivos celulares es liberada y/o inactivada. 
El complejo SDQCu también causó un incremento en la activación de caspasa 3 con 
respecto al nivel basal de una manera dependiente de la concentración a partir de 1.0 
µM. Los aumentos corresponden a 2.0 y 2.6 veces los valores basales de activación. La 
combinación SDQCu con BSO no mostró diferencia significativa con respecto a las células 
tratadas únicamente con el complejo y solo se pudo observar diferencia entre la 
activación de caspasa por el BSO y la mezcla SDQCu + BSO a la concentración de 1.5 µM. 
La activación de la caspasa 3 señala que ambos complejos, SMTCu y SDQCu,  inducen al 
menos parcialmente, sus efectos deletéreos en las células A549 a través de apoptosis, lo 
cual se correlaciona con los resultados previamente obtenidos para distintos complejos 
de cobre los cuales demostraron inducir apoptosis en líneas celulares tumorales, como 
HT-29, SK-OV-3, BEL-7404, HeLa, Hep-G2 y MGC80-3, a través del incremento de ROS 
intracelulares, clivaje del ADN y activación de caspasas 3, 7 y 9 [130,364,365]. 
 
 
Figura 5.4-18 Estudio de la activación de la caspasa 3 en células A549 después de 12 horas de incubación. 
El símbolo asterisco representa diferencias significativas con respecto a los controles (0 µM), *p<0.05. Los 
datos se presentan como la media ± SEM con n=9. 
 Inducción de apoptosis y alteraciones en el ciclo celular 
Las células tumorales A549 fueron tratadas con los complejos SDQCu y SMTCu solos y en 
combinación con BSO durante 24 horas. Con el objetivo de determinar si estos 
compuestos inducen sus efectos deletéreos a través de procesos apoptóticos, se 




determinaron la externalización de la fosfatidilserina y la pérdida de la integridad celular 
en la membrana celular, usando anexina V conjugada con el fluorocromo FITC y yoduro 
de propidio, respectivamente. 
Los resultados para el complejo SDQCu se presentan en la Figura 5.4-19(A), en la que 
puede observarse que el complejo indujo apoptosis en las células A549 tratadas con 
concentraciones de 1.0 µM (11.6%) y 1.5 µM (20.3%) de una manera dependiente de la 
concentración. Al combinar SDQCu y BSO (100 µM) se encontró que la población 
apoptótica aumento de manera significativa, con respecto a los controles y al complejo 
de manera individual (Figura 5.4-19(B)), sin embargo, se encontró diferencia 
estadísticamente significativa entre el efecto de la mezcla de SDQCu + BSO solamente a 
la concentración de 1.5 µM, ya que en las concentraciones inferiores la cantidad de 
células apoptóticas fue equivalente al inducido por el BSO solo. 
Tanto el complejo SDQCu y su combinación con BSO no ocasionaron aumento en la 
cantidad de células necróticas con respecto al control. 
En la Figura 5.4-20 se presentan las gráficas dot plot de las células analizadas a través de 
citometría de flujo: en el eje X (canal FL1) se representa la intensidad de fluorescencia 
asociado a la anexina unida a la fosfatidilserina y conjugada con FITC; mientras que el eje 
Y (canal FL2) corresponde a la intensidad de fluorescencia del yoduro de propidio unido 
al ADN. 
 
Figura 5.4-19 Determinación de apoptosis por medio de tinción con Anexina V-FITC y Yoduro de propidio 
en células A549 tratadas con (A) complejo SDQCu (B) Complejo SDQCu + BSO 100 µM durante 24 horas. 
Los asteriscos (***) representan diferencia significativa con respecto al control, p<0.001. 





Figura 5.4-20 Diagrama Dot Plot del análisis por citometría de flujo de las células A549 tratadas durante 
24 horas con SDQCu solo y en combinación con BSO. El eje x (FL1) corresponde a la marcación con anexina 
V-FITC y en el eje Y (FL2) se relaciona la población celular marcada con yoduro de propidio.  
 
El análisis de inducción de apoptosis para el complejo SMTCu se presenta en la Figura 
5.4-21. Se observó que el complejo ocasionó un aumento en el porcentaje de células 
apoptóticas a las concentraciones de 1.0 y 1.5 µM (12.2 % y 14.1%). La combinación 
SMTCu + BSO también aumentó la población apoptótica de células A549 a las 
concentraciones de 1.0 y 1.5 µM (25% y 67%), es decir que el efecto proapoptótico fue 
dependiente de la concentración. Cabe destacar que para esta combinación se obtuvo 
una diferencia significativa con respecto al efecto del BSO individual. 
Los diagramas dot plot para este complejo se presentan en la Figura 5.4-22. 
 
 





Figura 5.4-21 Determinación de apoptosis por medio de tinción con Anexina V-FITC y Yoduro de propidio 
en células A549 tratadas con complejo SMTCu solo y en combinación con BSO 100 µM durante 24 horas. 
Los asteriscos representan diferencia significativa con respecto al control basal  (0 µM), * p<0.05 y ** 
p<0.001. 
 
Figura 5.4-22 Diagrama Dot Plot del análisis por citometría de flujo de las células A549 tratadas durante 
24 horas con SMTCu solo y en combinación con BSO. El eje x (FL1) corresponde a la marcación con anexina 
V-FITC y en el eje Y (FL2) se relaciona la población celular marcada con yoduro de propidio. 
 
5.4.9.1. Alteraciones del ciclo celular en células A549 
 
Las células A549 fueron tratadas durante 24 horas con diferentes concentraciones de los 
complejos SMTCu y SDQCu y posteriormente su contenido relativo de ADN fue 
determinado a través de citometría de flujo, usando la sonda yoduro de propidio. Los 
resultados de estos experimentos se presentan a continuación. 




En la Figura 5.4-23, se presenta la distribución de las células A549 en las diferentes etapas 
del ciclo celular en función del contenido de ADN luego de ser tratadas con el compuesto 
SMTCu. Se pudo observar que el complejo a las concentraciones de 1.0 y 1.5 µM ocasionó 
un arresto del ciclo celular en la fase G2/M a expensas de la población G1, la cual 
disminuyó de forma dependiente de la concentración en todo el rango estudiado, 
mientras que las células en fase S no se vieron afectadas ni tampoco se encontró una 
población sub-G1 significativa. 
 
Figura 5.4-23 Distribución de las células A549 en función de la cantidad de ADN dentro de las etapas del 
ciclo celular al ser tratadas con el complejo SMTCu durante 24 horas. Los asteriscos (***) representan una 
diferencia significativa con respecto a los controles basales (0 µM) con valores de p<0.001. Los datos se 
presentan como la media ± SEM con un n=9. 
 
El efecto del complejo SDQCu en el ciclo celular también fue estudiado, se encontró que 
este complejo ocasionó una acumulación de la población celular en la fase G2/M del ciclo 
solo a la concentración de 1.5 µM, de igual manera se encontró que las células en fase 
G1 disminuyeron con respecto al control de manera significativa (p<0.001). Los 
resultados de este experimento se presentan en la Figura 5.4-24. 
 
Figura 5.4-24 Distribución de las células A549 en función de la cantidad de ADN dentro de las etapas del 
ciclo celular al ser tratadas con el complejo SDQCu durante 24 horas. Los asteriscos (***) representan una 
diferencia significativa con respecto a los controles basales (0 µM) con valores de p<0.001. Los datos se 
presentan como la media ± SEM con un n=9. 





El arresto del ciclo celular en la fase G2/M se encuentra asociado a la alteración del ADN 
debido a cortes dobles y simples, los cuales impiden la progresión de la división celular. 
Estos resultados son consistentes con los efectos demostrados a través del ensayo 
cometa (Figura 5.4-17), en el cual se demostró que ambos complejos inducen quiebres 
en el ADN vinculados a la oxidación de las bases nitrogenadas. Complejos de cobre (II) 
[374], trióxido de arsénico [375] y otros compuestos inductores de ROS intracelulares 
[349] mostraron este tipo de comportamientos. 
 
Figura 5.4-25 Histogramas de frecuencia de los análisis de ciclo celular para los complejos SMTCu y 
SDQCu. 
 Efecto de la combinación de la radiación y los complejos SMTCu y SDQCu5 
en la proliferación celular 
Con el objetivo de encontrar un efecto sinérgico entre el uso de la terapia radiante y los 
complejos de coordinación SMTCu y SDQCu (maximizar el efecto y/o reducir las dosis o 
concentraciones efectivas de los tratamientos). Se realizaron experimentos de la 
siguiente manera: las células fueron expuestas primero a concentraciones de los 
complejos de 0.5, 1.0 y 1.5 µM durante 18 horas y luego irradiadas con dosis de 0, 2, 6 y 
12 Grey (Gy). Finalmente se realizó el ensayo clonogénico para determinar efectos en la 
proliferación celular a largo plazo y se cuantificó la fracción sobreviviente de células en 
función de las colonias formadas.  




Los resultados experimentales se presentan en la Figura 5.4-26. En experiencias 
preliminares se observó que la proliferación y viabilidad de las células A549 irradiadas 
con 12 Gy fue reducida totalmente y no se observó formación de colonias. 
El complejo SMTCu (Figura 5.4-26, panel superior, barras de color azul) ocasionó una 
reducción significativa en la proliferación de las células A549 a las concentraciones de 
0.5, 1.0 y 1.5 µM, con una dependencia de la concentración entre 1.0 y 1.5 µM (p<0.05). 
Al combinar SMTCu con una dosis de radiación de 2 Gy (barras de color rojo) se encontró 
que la radiación de manera individual redujo significativamente la proliferación con 
respecto a las células no irradiadas (40%) y solo se encontró un efecto diferencial entre 
la radiación y la combinación de ésta con SMTCu a la concentración de 1.5 µM (p<0.05) 
la cual disminuyó la proliferación 25% menos que la radiación de manera individual, sin 
embargo, no se halló diferencia estadística significativa entre el efecto en las células 
tratadas únicamente con el complejo y las expuestas a SMTCu (1.5 µM) y radiación de 2 
Gy. 
Por su parte el complejo SDQCu (resultados presentados en el panel inferior de la Figura 
5.4-26) mostró la capacidad de reducir la proliferación celular en una manera 
dependiente de la concentración en todo el rango ensayado alcanzando valores de 
sobrevivencia de 73%, 65% y 30% a las concentraciones de 0.5, 1.0 y 1.5 µM 
respectivamente. 
Al combinar la radiación a una dosis de 2 Gy (70.8% de sobrevivencia) con SDQCu se 
observó una reducción de la proliferación diferencial entre las células únicamente 
irradiadas y aquellas expuestas SDQCu con valores de supervivencia de 54 %, 44 % y 12 
% a las concentraciones de 0.5, 1.0 y 1.5 µM, respectivamente. 
Las células irradiadas con dosis de 6 Gy redujeron la proliferación de manera significativa 
con respecto a las células no irradiadas, sin embargo, se notó que no hay diferencia al 
combinarla con los complejos SMTCu. 
Para el caso del complejo SDQCu si se observó un efecto sinérgico entre la radiación a 
una dosis de 6 Gy (sin complejo), cuyo porcentaje de proliferación normalizado por el 
valor basal, pasó de 19.7 % a valores de 6.1, 8.3 y 0.3 % cuando las células se incubaron 
con concentraciones de 0.5, 1.0 y 1.5 µM respectivamente (p<0.05). 
 






Figura 5.4-26 Efecto en la proliferación de células A549 tratadas con los complejos SMTCu (panel superior) 
y SDQCu (panel inferior) y/o expuestas a diferentes dosis de radiación. Los asteriscos representan 
diferencia con los controles basales de células sin complejo adicionado e irradiadas con dosis de 0, 2 y 6 Gy 
respectivamente. Las barras agrupadas representan una diferencia significativa (p<0.01) entre las células 
tratadas únicamente con los complejos y las células que fueron irradiadas con 2 y 6 Gy. Los datos se 
presentan como la media ± SEM con n=9  
 
La posible combinación de metales de transición y sus complejos con la radioterapia ha 
sido de interés clínico con el fin con reducir la cantidad metal y de dosis de radiación 
requerido [376]. 
Varios tipos de complejos de coordinación tienen la capacidad de aumentar el daño 
intracelular debido a la radiación tanto in vivo como in vitro. Tres mecanismos principales 
de radiosensibilización han sido sugeridos para los complejos de transición: unión al ADN 
y alteración de los mecanismos de reparación, depleción de la reserva de tioles 
intracelulares (GSH principalmente) y la reducción del complejo metálico para unirse al 
ADN, el cual es blanco intracelular terapéutico de la radiación [377]. Más recientemente, 
se ha determinado que los complejos de cobre (II) pueden ejercer su actividad radio 




sensibilizante a través de la unión al ADN ya sea del ion cobre individual o complejado y 
la subsecuente promoción de quiebres en el ADN [378,379].  
Complejos de cobre (II) con metronidazol, secnidazol, tinidazol y nimorazol [380] y 
heterociclos derivados del imidazol [379] demostraron sensibilizar diferentes cepas 
bacterianas y líneas celulares a la radioterapia debido a su capacidad de aumentar la 
cantidad de ROS e inducir daños oxidativo en el ADN. Posiblemente esta sea la razón por 
la cual el complejo SDQCu potenció los efectos de la radiación ya que se ha demostrado 
que el este compuesto ocasionó quiebres en las hebras del ADN a través del ensayo 
cometa (sección 4.11.1) y además es un inductor la generación de peróxidos 
intracelulares, como se mostró en la sección 5.4.4. 
 
 Experimentos en esferoides multicelulares 
Los efectos de los complejos SMTCu y SDQCu en la viabilidad celular de los esferoides 
multicelulares después de un tratamiento de 24 horas, se determinó a través de la 
reducción de la resazurina y su determinación fluorimétrica. De igual manera los 
esferoides se co-incubaron con los complejos y BSO (100 µM) con el fin de evaluar si hay 
una diferencia entre los tratamientos, y un posible efecto sinérgico que permita reducir 
la concentración de las sustancias empleadas y lograr un efecto deletéreo semejante o 
mayor al de las sustancias de manera individual. 
Los resultados de esta experiencia se resumen en la Figura 5.4-27. En el panel superior 
se encuentran los resultados del complejo SMTCu, en el que se pudo observar que el 
complejo indujo una reducción en la viabilidad celular en todo el rango de concentración 
estudiado. El efecto se observó dependiente de la concentración, a la máxima 
concentración se logró una reducción de la viabilidad del 70% de la población. 
Cuando el SMTCu fue combinado con 100 µM de BSO se observó una diferencia 
significativa con respecto a los controles, no obstante, la combinación de ambos 
compuestos no mostró un efecto sinérgico ni aditivo a nivel citotóxico. 
Por otro lado, al comparar los resultados obtenidos en el modelo de monocapa (2D) con 
los obtenidos en esferoides (3D), se observó que para causar la pérdida de viabilidad del 
50% de la población celular en el esferoide la concentración del complejo SMTCu tuvo 
que ser aumentada 2.5 veces, con respecto a la usada en la monocapa. Los valores de 
IC50 obtenidos se presentan en la Tabla 5.4-3. 
En el panel inferior de la Figura 5.4-1 se presentan los resultados de la alteración en la 
viabilidad de los esferoides multicelulares tratados con SDQCu. Se encontró que el efecto 
citotóxico del complejo se da de manera dependiente de la concentración en todo el 
rango estudiado, a la máxima concentración de complejo estudiada se observó una 
inhibición de la viabilidad del 55.3% de las células. 
Al comparar los valores de IC50 obtenido en esferoides con el obtenido en el modelo 
bidimensional de monocapa, se pudo ver que la concentración en ésta última tuvo que 




ser incrementada 3 veces, para lograr el mismo nivel de efecto (inhibir el 50% de la 
población celular). 
Cuando se combinó SDQCu con BSO (100 µM), se logró observar que la mezcla de ambas 
sustancias tuvo un efecto citotóxico superior al mostrado individualmente por SDQCu 
desde la concentración de 3 µM (p<0.05).  
 
Figura 5.4-27 Efecto de los compuestos SMTCu (panel superior), SDQCu (panel inferior) y sus 
combinaciones BSO 100µM en la viabilidad de esferoides multicelulares (A549) durante 24 horas. Los 
asteriscos (***) representan diferencia significativa con respecto a la viabilidad de los esferoides no 
tratados (0 µM) con valores de p<0.001. Las barras agrupadas para el complejo SDQCu, presentado en el 
panel inferior, representan una diferencia significativa en el efecto sobre la viabilidad celular a la misma 
concentración incluir BSO. Los datos se presentan como la media ± SEM con un n=15. 
 
Tabla 5.4-3 Valores de IC50 calculados para los compuestos SMTCu, SDQCu y sus combinaciones con BSO 
100µM tanto en monocapa (2D) como en esferoides multicelulares (3D) de células A549 tratadas durante 
24 horas. Los datos se presentan como la media ± SEM. 
 
SDQCu SMTCu SDQCu + BSO SMTCu + BSO 
IC50 monocapa 1.59 ± 0.11 1.79 ± 0.17 0.98 ± 0.10 0.96 ± 0.11 
IC50 esferoides 4.75 ± 0.50 4.51 ± 0.95 3.32 ± 1.10 3.98 ± 0.45 
IRM a 3.0 2.5 3.4 4.1 




a El índice de resistencia multicelular (IRM) es la relación entre el IC50 obtenido en 
esferoides multicelulares divido el IC50 obtenido en el modelo (2D) monocapa. 
El incremento en las concentraciones necesarias para inducir citotoxicidad en los 
esferoides multicelulares comparada con los observados en el modelo de monocapa, se 
relacionan principalmente con la resistencia multicelular fenómeno que se da en cultivos 
celulares tridimensionales, donde las células se vuelven menos sensibles a compuestos 
antitumorales cuando las células establecen contacto con su microentorno [381].  
Se ha reportado que en los esferoides multicelulares se da un aumento en la 
comunicación física de las células dentro del esferoide, la mejora en las vías de 
señalización, incremento en la síntesis de proteínas y de matriz extracelular, aumento en 
la expresión de genes que codifican factores de crecimiento y resistencia [382]. 
Desoize y Jardillier han reportado índices de resistencia multicelular entre modelos de 
cultivo bi y tridimensionales de células A549 tratados con compuestos antitumorales de 
uso clínico (Tabla 5.4-4). Al comparar estos resultados con los índices obtenidos para los 
complejos SMTCu y SDQCu (Tabla 5.4-3), se encontró que los valores de éstos fueron 
menores que el arrojado por los medicamentos. Sin embargo, son levemente mayores al 
obtenido para el compuesto KP46, el cual es un complejo de galio cuyo mecanismo de 
acción está asociado a la producción de ROS y alteraciones del ADN [381,383,384]. 
Tabla 5.4-4 IC50 µM de cuatro medicamentos antitumorales (cisplatino y etopósido, doxorrubicina, 
vinblastina y KP46) en células A549 cultivadas in vitro como monocapa y como esferoides (tomado de 
Desoize & Jardillier, 2000). 
IC50 Cisplatino Doxorrubicina Etopósido Vinblastina KP46a 
Monocapa 3.0 ± 0.5 0.2 ± 0.1 3.2 ± 0.3 0.008 ± 0.001 1.95 ± 0.5 
Esferoides 81 ± 15 7 ± 1 521 ± 80 53 ± 6 23.5 ± 1.5 
IRM b 27 35 163 6625 1.2 
a Tris (8-quinolinato) de galio (III) 
b El índice de resistencia multicelular (IRM) es la relación entre el IC50 obtenido en esferoides 
multicelulares divido el IC50 obtenido en el modelo (2D) monocapa. 
5.4.11.1. Tinción de esferoides multicelulares con fluoresceína diacetato 
(FDA) y Yoduro de propidio (IP). “live/dead stainning” 
La presencia de la capa proliferante en los esferoides multicelulares de A549 fue 
determinada a través de microscopía de epifluorescencia. Los esferoides fueron 
marcados con la sonda fluoresceína diacetato, la cual emite fluorescencia de color verde 
y es retenida en el citoplasma por las células viables; también se usó la sonda yoduro de 
propidio que emite fluorescencia de color rojo al interactuar con el ADN y señala células 
cuya viabilidad e integridad de la membrana celular ha sido comprometida. 
Como se puede ver en la Figura 5.4-28 los esferoides tratados con el compuesto SDQCu 
(panel superior) a la concentración de 2 µM no mostraron una alteración observable en 
la intensidad de la fluorescencia en verde indicando que la capa proliferante no fue 
afectada aparentemente. Al incrementar las concentraciones se observó que la cantidad 
e intensidad de las zonas de color rojo, asociado a células no proliferantes o no viables 




aumentó con respecto a la concentración, en concordancia con los resultados 
presentados en la Figura 5.4-27 (panel inferior). 
En el caso del complejo SMTCu, panel inferior de la Figura 5.4-28 se pudo observar que a 
la concentración de 2 µM, no hubo un efecto relevante a nivel de la capa proliferante del 
esferoide. A medida que se aumentó la concentración del complejo, la intensidad de la 
fluorescencia del color verde se vio disminuida, mientras que la roja, asociada con el 
yoduro de propidio fue en aumento, indicando que la capa proliferante de los esferoides 
fue afectada por el complejo. 
 
Figura 5.4-28 Tinción de esferoides multicelulares con fluoresceína diacetato (verde) y yoduro de propidio 
(rojo), tratados con diferentes concentraciones de los complejos SDQCu y SMTCu durante 24 horas. 
 
5.4.11.2. Cambios en la morfología de los esferoides multicelulares tratados 
con SMTCu, SDQCu y su combinación con BSO 
 
La Figura 5.4-29 muestra las fotografías de los esferoides multicelulares tratados con los 
complejos SMTCu, SDQCu, solos y en combinación con BSO (100 µM). 
Los cambios morfológicos de los esferoides tratados con concentraciones ascendentes 
de SDQCu durante 24 horas se fotografiaron (Figura 5.4-29 primera fila). Se observa que 
el complejo ocasionó alteraciones en la integridad del modelo desde la concentración de 
4 µM. Asimismo, se puede observar como las células se encogen y se desprenden de los 
esferoides. En las concentraciones superiores se observa un aumento en la separación 
de células desde el cuerpo principal del esferoide y a la concentración de 6 µM se observa 
la presencia de un halo alrededor del cuerpo principal del esferoide, formado por células 
muertas.  
Cuando se empleó la combinación SDQCu + BSO en los esferoides de células A549 
(segunda línea Figura 5.4-29), se observa una pérdida de la estructura celular desde 4 µM 
en el cual los márgenes o bordes de los esferoides constituidos  por la capa proliferante 
del esferoide se torna difuso y no es distinguible dentro del esferoide, como es el caso de 




los esferoides de control o los expuestos a concentraciones bajas de complejo. Los 
cambios morfológicos se observan con mayor intensidad al aumentar la concentración 
de complejo y en la máxima concentración se podría decir que hay un colapso en la 
estructura 3D del esferoide. 
En el panel inferior de la Figura 5.4-29¡Error! No se encuentra el origen de la referencia. 
(tercera fila) se observa que SMTCu indujo alteraciones en la morfología y compactación 
del esferoide multicelular desde la concentración de 3 µM. Se presentan células en la 
periferia de morfología redondeada que se separan del cuerpo principal del esferoide. 
Con el aumento de la concentración de SMTCu se presenta una pérdida de la 
compactación del esferoide y un número incremental de células que se separan del 
cuerpo principal del esferoide causando un daño de la estructura principal del mismo. 
En la última fila de la Figura 5.4-29¡Error! No se encuentra el origen de la referencia. se 
muestran los resultados al combinar el complejo SMTCu y BSO e incubar los esferoides 
por 24 horas. Con esta mezcla se encontró una alteración estructural del esferoide con la 
aparición de células redondeadas separadas del cuerpo principal del esferoide. A medida 
que se usaron concentraciones más altas de complejo, se observó que el esferoide perdió 
estructura y no se pudo apreciar el borde formado por la capa proliferante. 
Los resultados de la alteración morfológica de los esferoides tratados con los complejos 
SMTCu y SDQCu se pueden correlacionar con los resultados de viabilidad (Figura 5.4-27), 
donde se observó que el efecto de ambos complejos dependía de la concentración y a las 
mayores concentraciones había un efecto citotóxico mayor. 





Figura 5.4-29. Alteraciones morfológicas de los esferoides multicelulares (A549) tratados con los complejos SDQCu SMTCu y su combinación con BSO (100 µM). 
 




 Efecto de los complejos en la invasión de esferoides multicelulares en geles de colágeno.  
 
Figura 5.4-30  Fotografías representando la invasión de esferoides multicelulares de células A549 en geles tridimensionales de colágeno tratados con diferentes 
concentraciones de los compuestos SMTCu, y SDQCu. 




Uno de los objetivos en la terapia de posibles compuestos antitumorales es reducir o 
evitar procesos de metástasis e invasión de tejidos circundantes por parte de las células 
tumorales. 
Con el fin de evaluar si los complejos SMTCu y SDQCu tienen la capacidad de inhibir la 
invasión de esferoides multicelulares de células A549 en una matriz de colágeno, se 
desarrolló esta experiencia en la cual los esferoides fueron cultivados como se expuso en 
la sección 4.12 y se incubaron con concentraciones ascendentes de ambos compuestos 
y se fotografiaron después de 24 y 48 horas de tratamiento. 
Las fotografías de los esferoides tratados con los complejos SDQCu (panel superior) y 
SMTCu (panel inferior) se muestran en la Figura 5.4-30. Se pudo observar que, tras 24 
horas de tratamiento, los esferoides a todos los niveles de concentración mostraron 
proyecciones celulares tipo invadopodios en la matriz de colágeno. Lo cual señala que los 
complejos a este tiempo y en el rango de concentraciones estudiado no tienen la 
capacidad de inhibir la migración celular. 
Al analizar las fotografías correspondientes a los tratamientos con ambos compuestos 
pasadas 48 horas de exposición, se pudo observar en forma general que los esferoides 
tratados a bajas concentraciones de los complejos (2 y 3 µM) mostraron la capacidad de 
invadir un área equivalente a la invadida por los controles. No obstante, a partir de 4 µM 
para ambos compuestos se observó que las células provenientes del esferoide que 
lograron invadir el gel de colágeno tenían una morfología redondeada consistente con la 
presentada por células muertas. 
Los resultados obtenidos en esta experiencia guardan consistencia con lo observado en 
los experimentos de viabilidad (Figura 5.4-27), las fotografías de los cambios morfológicos 
de los esferoides expuestos a los complejos (Figura 5.4-29) y con la tinción de esferoides 
con fluoresceína diacetato y yoduro de propidio (Figura 5.4-28). Las cuales demostraron 
que a bajas concentraciones los esferoides conservaban una viabilidad cercana 75%, con 
poca alteración morfológica y una cantidad apreciable de células de tipo proliferante en 
el esferoide; por lo tanto, fueron capaces de invadir y proliferar dentro del gel de 
colágeno. 
Como conclusión se puede decir que los complejos SMTCu y SDQCu tienen la capacidad 
de generar efectos citotóxicos en los esferoides en el rango superior de concentraciones, 
pero son incapaces de inhibir la migración e invasión celular a 24 horas, fenómeno que 
se revierte a las 48 horas. 
 Efectos de los complejos SMTCu y SDQCu en la viabilidad otras líneas celulares 
El efecto citotóxico de los complejos SMTCu y SDQCu también fue estudiado en las líneas 
celulares MCF-7 y MG-63 a través del ensayo de MTT. Los resultados se prestan en la 
Figura 5.4-31 y la Figura 5.4-32. 
Se pudo observar que el efecto citotóxico de los complejos SDQCu y SMTCu en las células 
MCF-7 (Figura 5.4-31) se presenta a partir de 2 µM de una manera dependiente de la 
concentración. También se pudo ver que esta línea celular fue más sensible a SDQCu, ya 




que el valor de IC50 para este compuesto es 1.3 veces menor que el observado para 
SMTCu y se encontró diferencia significativa entre los dos compuestos (p<0.001) a las 
concentraciones 2 y 3 µM. En la Tabla 5.4-5 se presentan los valores de IC50 obtenidos 
para los complejos en esta línea celular. 
 
 
Figura 5.4-31 Viabilidad de células MCF-7 de cáncer de mama tratadas con los complejos SDQCu y SMTCu 
durante 24 horas. *** representan diferencia significativa con respecto a los controles basales (0 µM) 
p<0.001 y las barras de datos agrupadas bajo la línea punteada representan una diferencia significativa 
entre el efecto de los complejos SMTCu y SDQCu a la misma concentración con un valor p<0.001. Los 
datos se presentan como la media ± SEM con n= 9. 
 
Tabla 5.4-5 Valores de IC50 obtenidos al tratar las células MCF-7 y MG-63 con los complejos SDQCu y 
SMTCu durante 24 horas. Los datos se presentan como la media ± SEM con n= 9 
 
SDQCu SMTCu 
MCF-7 1.89 ± 0.57 2.46 ± 0.71 
MG-63 1.79 ± 0.98 1.89 ± 0.85 
 
En el caso de las células derivadas de osteosarcoma humano, MG-63, se encontró que 
ambos complejos ejercieron un efecto citotóxico a partir de la concentración de 1.5 µM. 
En el caso particular del complejo SDQCu fue más citotóxico que SMTCu desde 2 µM. 
 
Figura 5.4-32 viabilidad de células MG-63 de cáncer de mama tratadas con los complejos SDQCu y SMTCu 
durante 24 horas. *** representan diferencia significativa con respecto a los controles basales (0 µM) 




p<0.001 y las barras de datos agrupadas bajo la línea punteada representan una diferencia significativa 
entre el efecto de los complejos SMTCu y SDQCu a la misma concentración con un valor p<0.001. Los 
datos se presentan como la media ± SEM con n= 9. 
 
 Otros complejos ternarios de sulfonamidas y N, N heterociclos estudiados 
Dentro de los estudios realizados para este trabajo de tesis doctoral, se investigaron otros 
complejos de metales de transición como cobalto, níquel, cobre y zinc con sulfonamidas 
y ligandos de tipo nitrogenados heterocíclicos.  
Los complejos enumerados en la Tabla 5.4-6 se estudiaron en células MG-63 y A549 
cultivadas en monocapa y en la misma se encuentran resumidos los valores de IC50 
obtenidos. 
De todos esos complejos, se encontró que los que contienen Cu(II) son los más activos, y 
que los complejos SDQCu y SMTCu, tienen valores de IC50 considerablemente menores 
que los de los otros. Por esto, se decidió ahondar en los estudios solo con esos dos 
complejos. 
Tabla 5.4-6 Valores de IC50 obtenidos para otros complejos de sulfonamidas y ligandos heterocíclicos 
nitrogenados estudiados en células MG-63 y A549 tratadas durante 24 horas. 
Fórmula MG-63 (IC50) µM A549 (IC50) µM 
Co(SDZ)2bpy >500 >500 
Ni(SDZ)2bpy 202.1 >500 
Cu(SDZ)2bpy 41.7 39.3 
Cu(SDZ)bpyCl 41.8 37.5 
Zn(SDZ)2bpy 497.1 >500 
Co(SDZ)2fen n.d >500 
Cu(SDZ)2fen n.d 139.1 
Zn(SDZ)2fen n.d >500 
Co(SDZ)2(6MQ)2 n.d >500 
Cu(SDQ)2bpy n.d >500 
Co(SDQ)2bpm >500 n.d 
Ni(SDQ)2bpm 294.9 >500 
Cu(SDQ)2bpm 195.4 >500 
Zn(SDQ)2bpm 146.0 233.8 
Ni(SDQ)2bq > 500 486.1 
Cu(SDQ)bqCl 1.79 1.59 
Cu(SMT)bqCl 1.89 1.79 
SDQ-5Br-Sal > 500 > 500 
SDQ-O-Va > 500 > 500 
CoCl2 >500 n.d 
NiCl2 >500 >500 
CuCl2 310.9 >500 
NaSDQ > 500 > 500 















Figura 5.4-33 Estructura de los ligandos nitrogenados estudiados en este trabajo de tesis. 
 
 
 Resumen 5.4 Estudios realizados con complejos ternarios de 2,2´-biquinolina con 
sulfametazina y sulfaquinoxalina 
Al estudiar los complejos SMTCu y SDQCu, los cuales son complejos ternarios de cobre 
(II) con sulfametazina o sulfaquinoxalina y biquinolina en el modelo de monocapa de 
células tumorales pulmonares A549, se encontró que los complejos tuvieron un efecto 
citotóxico en el rango de concentraciones de 1 a 5 µM. SMTCu y SDQCu incrementaron 
de manera significativa la cantidad intracelular de ROS desde 1.0 µM.  
Con la finalidad de reducir la cantidad de complejos de cobre utilizado en las células se 
exploró la posible sinergia de los complejos con L-butionina sulfoximina (BSO), el cual es 
un compuesto que inhibe la producción de GSH y como consecuencia se reduce la 
defensa antioxidante celular tanto a nivel de scavengers como enzimática (ver Figura 
1.9-1). 
Los complejos -como consecuencia de la producción de ROS- indujeron la oxidación de 
GSH, disminuyendo la relación GSH/GSSG. Este efecto se vio incrementado cuando se 
empleó el BSO. De igual manera se calculó a través de la ecuación de Nernst el potencial 
de reducción de la dupla GSSG/GSH2 el cual también se vio aumentado de manera similar 
por ambos complejos y en mayor medida cuando se combinaron los complejos con BSO. 
Entre mayor sea el valor de este potencial se asocia con una alteración en el estado redox 
y bienestar general de la célula. 
SMTCu y SDQCu causaron cortes dobles y simples en el ADN celular y se demostró que 
dado el aumento de la cantidad de ROS al interior de la célula se produjo oxidación bases 




pirimidínicas en el ADN, lo que fue demostrado con el uso de una enzima de tipo 
endonucleasa (Endo III) que escinde estas bases oxidadas de ADN. 
Probablemente como consecuencia de los daños a nivel del ADN, los complejos SMTCu y 
SDQCu indujeron arresto del ciclo celular en las células A549 en la fase G2/M a expensas 
de la población G1 desde las concentraciones de 1.0 y 1.5 µM, respectivamente.  
Posiblemente por la alteración del ADN y el desbalance redox intracelular ocasionado por 
los complejos, se desencadenaron procesos apoptóticos mediados por caspasa, ya que 
se demostró que ambas sustancias indujeron activación de la caspasa 3 lo cual se 
confirmó posteriormente al hacer marcación de las células con anexina V-FITC y yoduro 
de propidio. Se encontró que ambos complejos inducen apoptosis desde 1.0 µM y la 
combinación con BSO con SDQCu indujo apoptosis desde 0.5 µM con un incremento 
marcado en la población apoptótica en las concentraciones de 0.5, 1.0 y 1.5 µM. La 
combinación de SMTCu + BSO aumentó la población apoptótica únicamente a 1 y 1.5 µM. 
Con el objeto de evaluar una posible combinación de radioterapia y quimioterapia basada 
en los complejos SMTCu y SDQCu, las células A549 fueron tratadas con concentraciones 
de los complejos de 0.5, 1.0 y 1.5 µM y posteriormente fueron irradiadas con dosis de 2 
y 6 Gy. Para SMTCu no se observó una mejoría de los efectos citotóxicos al combinar 
ambos tratamientos. Por el contrario, el complejo SDQCu mostró un efecto sinérgico al 
combinar la radiación con dosis de 2 Gy y las concentraciones de 1.0 y 1.5 µM del 
complejo, mejorando el efecto obtenido con la radiación y con el complejo de manera 
individual. Del mismo modo al incubar las células A549 con SDQCu a las concentraciones 
de 0.5, 1.0 y 1.5 µM y posteriormente irradiarlas con una dosis de 6 Gy se encontró una 
respuesta mayor y diferencial entre la combinación de la radiación y el complejo 
comparada con los tratamientos de manera individual. Adicionalmente, este 
experimento permitió observar que ambos complejos por si solos tienen la capacidad de 
alterar la proliferación celular en una manera dependiente de la concentración en todo 
el rango estudiado. Sin embargo, el efecto del complejo SDQCu es más marcado en 
comparación con el SMTCu. 
Los complejos SMTCu y SDQCu no demostraron capacidad de inhibir la invasión celular 
de los esferoides multicelulares en geles de colágeno tras 24 horas de tratamiento. Sin 
embargo, tras 48 horas de exposición, se indujo la muerte de las células más externas del 
esferoide, deteniendo la progresión de la migración celular al usar altas concentraciones 
de los complejos. 
 
Finalmente, los estudios realizados en esferoides multicelulares demostraron la 
presencia de resistencia multicelular y los cálculos del índice de resistencia obtenidos 
para los complejos SMTCu y SDQCu (2.5 y 3.0, respectivamente) fueron mejores que la 
de varias de las drogas usadas actualmente para tratamiento de tumores. 
 
  




5.5. Determinación de algunas propiedades fisicoquímicas de los complejos y su relación con 
los efectos citotóxicos observados 
 Estudio de la lipofilicidad de los complejos binarios y ternarios de cobre (II) 
El uso del cobre en la terapéutica antitumoral tiene dos aproximaciones paradójicas, una 
es usar quelantes de cobre con el fin de limitar la biodisponibilidad de este metal al interior 
de las células y alterar la producción de enzimas como la superóxido dismutasa 
dependiente de cobre y la segunda es formar complejos de cobre con el fin de formar 
ionóforos que transporten el metal a través de la membrana celular de una manera neutra 
hacia el interior de la célula y atacar directa o indirectamente dianas clave como el ADN, la 
mitocondria, proteínas y/o la alteración del balance redox intracelular [54,380,381]. 
A lo largo de este trabajo de tesis doctoral se estudiaron diferentes familias de complejos, 
y en particular complejos de coordinación de cobre, cuya actividad citotóxica varió de 
manera significativa de una familia a otra como se ha descripto en secciones previas de 
este manuscrito. En función del posible mecanismo de acción propuesto para los 
compuestos se hipotetizó que los complejos actuaron como ionóforos de cobre, 
necesariamente llegando al interior de la célula para ejercer su efecto citotóxico. 
Se ha relacionado la capacidad de una molécula para cruzar membranas celulares por 
medio de difusión pasiva con la lipofilicidad, la cual refleja la solubilidad relativa del 
compuesto en un entorno lipídico, como por ejemplo la bicapa lipídica de la membrana 
celular. 
Considerando que el carácter hidrofóbico de una sustancia ha demostrado ser un factor 
que afecta la absorción, el transporte a través de membrana, la biodisponibilidad, 
acumulación intracelular de drogas, interacciones con receptores hidrofóbicos, 
metabolismo, efectos farmacológicos, así como su toxicidad. [382]. 
Para demostrar que los complejos actuaron como transportadores de cobre al interior de 
la célula, primero se determinó la constante de retención cromatográfica ( % ), a través 
de cromatografía en capa fina de fase reversa (RP-TLC), el cual es un descriptor del carácter 
lipofílico [224,225,383], como se dijo antes, este factor tiene una relación directa con el 
cruce de sustancias a través de la membrana celular. 
Los resultados de las curvas de regresión lineal se presentan en la Figura 5.5-1 y la Figura 
5.5-2 para los complejos de cobre (II) estudiados en este trabajo de tesis doctoral. Para la 
determinación se emplearon placas de cromatografía en capa fina de capa reversa de silica 
funcionalizadas con una cadena lineal de dieciocho carbonos (C18), se determinó el Rf para 
cada complejo y posteriormente el % (apartado 4.2). 
El % calculado fue graficado en función de la concentración (* *⁄ ) de acetonitrilo o 
fracción orgánica (() empleada. Con base en esta gráfica, se obtuvo la ecuación de la recta 
que permitió extrapolar el valor de ( % ). Las constantes de retención cromatográficas se 
encuentran resumidas en la Tabla 5.5-1.  
Como se puede ver en los resultados obtenidos los complejos SMTCu y SDQCu fueron los 
más lipofílicos, seguidos el binario de biquinolina (CuBQ) y el complejo de cobre con 6-




metoxiquinolina Cu6MQ.  En los últimos lugares se puede observar que se encuentran los 
complejos de sacarina y glutamina. 
Los complejos binarios de SMT y SDQ con Cu(II) también fueron analizados, no obstante, 
debido a su polaridad, y a que químicamente su estructura es polimérica, no se pudo 
obtener una recta que ajustara de manera adecuadamente al modelo de regresión lineal, 
sin embargo, se incluyeron en los gráficos con propósitos comparativos. 
 
Figura 5.5-1 Gráficas de regresión lineal de los valores de Rm versus la concentración de acetonitrilo o 
fracción orgánica (φ), determinado para los complejos Cu6MQ, SMTCu, SDQCu, Cu-sac, Cu-gln y Cu-Sac-gln. 
 
 
Figura 5.5-2 Gráficas de regresión lineal de los valores de Rm versus la concentración de acetonitrilo o 
fracción orgánica (φ), determinado para los complejos, SMTCu binario, SDQCu binario y CuBQ. 
 
En la Figura 5.5-3 se representan en el eje Y los complejos de cobre estudiados, ordenados 
forma ascendente, en función de la constante de retención cromatográfica (R ) (eje X). 
De esta figura se puede analizar que a mayor valor de la constante mayor es el carácter 
lipofílico de los complejos. 






Figura 5.5-3 Grafica del parámetro %  para los diferentes complejos de cobre (II) estudiados. 
 
 
Tabla 5.5-1 Resumen de los resultados de la ecuación de la recta de la gráfica % versus (, para la 
determinación de la constante de retención cromatográfica %  para los distintos complejos de cobre 
estudiados. 
Complejo "#  b R2 
SDQCu 3.104 ± 0.05934 -4.087 ± 0.1047 0.9980 
SMTCu 3.031 ± 0.09383 -3.994 ± 0.1656 0.9949 
CuBQ 2.371 ± 0.1261 -3.035 ± 0.2428 0.9894 
SMTCu binario 1.863 ± 0.2762 -0.8012 ± 0.5320 * 
SDQCu Binario 1.643 ± 0.1776 -0.4013 ± 0.3420 * 
Cu6MQ 1.531 ± 0.07348 -2.391 ± 0.1478 0.9776 
Zn6MQ 1.426 ± 0.08244 -2.248 ± 0.1658 0.9684 
Cu-gln 1.101 ± 0.1680 -3.081 ± 0.3378 0.9327 
Cu-sac 1.018 ± 0.1558 -3.026 ± 0.3134 0.9395 
Cu-sac-gln 0.8147 ± 0.1939 -2.380 ± 0.3901 0.9861 
* Los complejos marcados con asterisco (*) no lograron ajustarse correctamente a un 
modelo de regresión lineal, sin embargo, se presentan en la tabla de modo ilustrativo. 
 
Con el objetivo de observar si hay una correlación entre los valores de IC50 de los 
diferentes complejos de cobre obtenidos para la inhibición de la viabilidad de las células 
A549, se decidió graficar los valores del logaritmo del valor de IC50 versus el de R , el 
resultado se presenta en la Figura 5.5-4. Como se puede ver en dicha figura que hay una 
correlación inversa entre el valor de lipofilicidad (R ) y el valor de IC50 en células A549. 
Se pudo ver que los complejos que tuvieron mayor actividad frente a esta línea celular 
fueron aquellos con un mayor carácter lipofílico. 




Resultados similares han sido reportados para complejos de cobre con 8-hidroxiquinolinas 
sustituidas, en los cuales se varió la hidrofobicidad del ligando y se estudió su efecto 
citotóxico en células HeLa y PC3, se encontró que los complejos más hidrofílicos tuvieron 
poca o nula actividad citotóxica mientras que aquellos con lipofilicidad intermedia fueron 
los más activos, según Tardito y colaboradores cuando los complejos se hicieron 
extremadamente lipofílicos quedaban atrapados entre la bicapa lipídica de la membrana 
celular y fueron incapaces de alcanzar una concentración efectiva a nivel intracelular [159]. 
El efecto de la lipofilicidad en la actividad citotóxica de complejos de coordinación tambien 
ha sido demostrado para complejos de rutenio en los cuales se encontró la misma 
correlación inversa entre la lipofilicidad y los valores de IC50 [384]. 
 
 
Figura 5.5-4 grafica de correlación entre el logaritmo base 10 del IC50 calculado para los diferentes 
complejos de cobre en función del logaritmo de la constante retención cromatográfica (% ) 
 
Cuantificación del cobre intracelular por medio de absorción atómica acoplada a plasma 
inducido 
 
Con el fin de verificar si en efecto la mayor lipofilicidad de los complejos tiene un impacto 
en la cantidad de cobre que es transportado al interior de las células, la cantidad del 
biometal se determinó a través de la técnica de absorción atómica acoplada a plasma 
inducido, después de lisar las células con Tritón x-100 y digerirlas en caliente con ácido 
nítrico (materiales y métodos sección 4.15) 
En la Figura 5.5-5 se presentan los resultados de esta experiencia y como se puede ver, los 
complejos de cobre, SMTCu, SDQCu y CuBQ cuyos valores de %  fueron 3.031, 3.104 y 
2.371, respectivamente (ver Tabla 5.5-2), mostraron que el uptake de cobre a nivel 




intracelular normalizado por la cantidad de cobre de los complejos agregada, tuvieron 
valores cercanos al 30%. Mientras que el complejo Cu6MQ cuyo valor de %  obtenido fue 
de 1.53, mostró que la cantidad de cobre intracelular estuvo alrededor de 4.9%. 
En la Tabla 5.5-3 se encuentran representados los valores de la cuantificación de cobre 
obtenida y los cálculos del uptake de cobre intracelular. 
Complejos ternarios de cobre (II) con fenantrolina y distintas cadenas alquílicas como 
coligandos estudiados en células HeLa y SKOV-3. Demostraron que el uptake y la 
citotoxicidad de los complejos aumentó linealmente con respecto a la longitud de la cadena 
alifática la cual también incrementó los valores obtenidos de lipofilicidad, señalando una 
relación entre citotoxicidad, lipofilicidad y uptake de cobre intracelular [385]. 
 
Tabla 5.5-2 Resumen de los valores de IC50 y %  para los complejos de cobre estudiados 
en células A549. 
Complejo "#  IC50 
SDQCu 3.104 1.59 
SMTCu 3.031 1.79 
CuBQ 2.371 3.8 
SMTCu binario 1.863 148.7 
SDQCu Binario 1.643 410.3 
Cu6MQ 1.531 57.9 
Zn6MQ 1.426 206.4 
Cu-gln 1.101 500 
Cu-sac 1.018 500 
Cu-sac-gln 0.8147 500 
 
 
Figura 5.5-5 determinación de cobre intracelular después de tratar las células A549 durante 24 horas con los 
complejos de cobre (II), Cu6MQ, SMTCu, SDQCu y CuBQ. 





Tabla 5.5-3 Resumen de la cuantificación de cobre intracelular y los porcentajes de uptake de cobre en 
células A549, determinados a través de absorción atómica acoplada a plasma inducido. 
Complejo 
Concentración 











1.90x10-3 9.90x10-5 5.2 
1.90x10-3 1.02 x10-4 5.4 
50 
3.17x10-3 1.40 x10-4 4.4 
3.17x10-3 1.39 x10-4 4.4 
BQCu 
2.0 
1.27x10-4 2.00x10-5 15.8 
1.27x10-4 4.20x10-5 33.1 
3.0 
1.90x10-4 7.70x10-5 40.5 
1.90x10-4 7.30x10-5 38.4 
SMTCu 
1.0 
6.34x10-5 2.00x10-5 31.5 
6.34x10-5 2.00x10-5 31.5 
1.5 
9.51x10-5 2.30x10-5 24.2 
9.51x10-5 2.20x10-5 23.1 
SDQCu 
1.0 
6.34x10-5 1.90x10-5 30.0 
6.34x10-5 1.90x10-5 30.0 
1.5 
9.51x10-5 3.60x10-5 37.8 






5.6. Conclusiones generales. 
 
El desarrollo de fármacos es un proceso complejo el cual inicia con la identificación de 
compuestos que muestran actividad biológica en un ensayo de tamizaje. La mayoría de los 
medicamentos que están en uso clínico son el resultado de un proceso de investigación 
muy complejo. Por ello, es necesaria la unión de esfuerzos de diferentes disciplinas 
científicas para descubrir y desarrollar medicamentos con efectos clínicos benéficos y 
efectos secundarios mínimos. Se estima que de cada 9.000 moléculas biológicamente 
activas solo una tiene uso clínico. 
Los resultados presentados en este trabajo de tesis doctoral indican que los complejos de 
cobre(II) estudiados ejercen sus efectos citotóxicos a través de mecanismos de muerte que 
conllevan a un aumento del estrés oxidativo, una disminución de los niveles de GSH con el 
consecuente arresto del ciclo celular y/o la inducción de apoptosis. Asimismo estos 
compuestos inducen genotoxicidad provocada por un daño oxidativo a nivel del ADN. En 
modelos tridimensionales de células tumorales, también se pudieron encontrar efectos 
citotóxicos y sobre la invasión celular.  
Por otro lado, cabe destacar que la eficacia de los compuestos tamizados aumenta con la 
cantidad admitida de cobre que está asociada a su vez con la lipofilicidad (y con las 
estructuras químicas). Los complejos ternarios con 2,2´biquinolina, SMTCu y SDQCu, 
resultaron ser los complejos más prometedores, ya que no solo se destacan del resto de 
los complejos de cobre de las otras familias estudiadas en forma individual sino incluso 
supera a Cu6MQ en mezcla uno a uno con Zn6MQ.  
Asimismo, de los complejos de cobre con sulfonamidas, solo SDQCu, muestra un efecto 






6. ANEXO 1. OTROS COMPLEJOS DE COORDINACIÓN DE CU(II) Y PT(II) 
6.1. Introducción 
En este anexo se presentan experimentos originalmente no incluidos ni contemplados 
dentro del plan de tesis, pero que se realizaron con el objetivo de ahondar en el efecto 
inducido por el cambio de metal de coordinación y su potencial efecto antitumoral y 
compararlo con las familias de complejos previamente expuestos. Los complejos que se 
mencionan a continuación se sinterizaron y caracterizaron con la colaboración del Ing. 
Cristian Villa y la Dra. Beatriz Soria en su laboratorio del CEQUINOR. Se presenta la síntesis 
y la caracterización fisicoquímica de algunos complejos de Cu(II) y Pt(II). Estos compuestos 
son complejos binarios de los ligandos 6-metoxiquinolina (6MQ), 5-nitro-8-
hidroxiquinolina (NQ) y lamivudina (Lami). De los tres se pudieron obtener monocristales 
por lo que se hizo una caracterización detallada de la estructura cristalina. También se 
realizaron estudios de microanálisis elemental, análisis termogravimétricos y estudios 
espectroscópicos. 
 Pt(6MQ)2Cl2 
Síntesis: En primer lugar, se intentó sin resultados positivos la síntesis de este compuesto 
según la metodología empleada para los complejos M(6MQ)2Cl2 (M = Cu(II) y Zn(II)) que 
fue discutida anteriormente, pero utilizando K2PtCl4 como precursor metálico. Finalmente, 
el complejo pudo ser obtenido como cristales amarillos pálidos al efectuar la reacción por 
el método solvotermal como se describe a continuación. En un recipiente de teflón se 
pusieron 0.2 mmol de 6MQ, 0.1 mmol de K2PtCl4 o Pt(DMSO)2Cl2 y una mezcla CH3CN / 
MeOH (1:4; 15 mL); el recipiente se cerró y se introdujo en un reactor de acero inoxidable 
que fue mantenido a 100°C durante 72 h en una estufa. Pasado el tiempo de reacción, se 
dejó enfriar lentamente el sistema, una vez alcanzada la temperatura ambiente se abrió el 
reactor y se filtró el material cristalino. Se obtuvo el mismo compuesto al emplear 
cualquiera de las dos sales de Pt(II). Los cristales obtenidos fueron sometidos a su estudio 
por microanálisis elemental y por difracción de rayos X de monocristal. Análisis elemental 
para PtC20H18N2O2Cl2 (PM: 584.4): Experimental (Calculado): C, 39.73 (41.11); H, 3.21 
(3.10); N, 4.97 (4.79) %. La reacción tiene un rendimiento del 78.2 % a partir de K2PtCl4. 
Este compuesto es muy insoluble en los solventes de uso común en el laboratorio. Al no 
ser soluble en ningún solvente compatible con ensayos biológicos, no se pudieron realizar 
estudios de este tipo para este compuesto. 
Estructura: El complejo es isoestructural a su análogo de Cu (II), estando el Pt (II) rodeado 
por dos átomos de cloro y dos ligandos 6MeQ que coordinan a través del átomo de 
Nitrógeno (Figura 6.1-2). El centro metálico está posicionado en un centro de inversión con 
un entorno PtN2Cl2 cuadrado plano. Cristaliza en el sistema monoclínico 14 (P21/n) con a 












Figura 6.1-1. Estructura molecular del complejo Pt(6-MeQ)2Cl2. 
 
Comportamiento térmico: Como método de confirmación de la estructura encontrada 
mediante el análisis de DRX y para estudiar el comportamiento térmico del compuesto se 
hicieron medidas termogravimétricas (equipo Shimadzu TG-50) en atmósfera oxidante 
entre la temperatura ambiente y 800 °C, con una velocidad de calentamiento de 5°C min-
1, un flujo de O2 de 50 mL min-1 y empleando N2 como gas de arrastre (20 mL min-1). El 
compuesto es estable hasta los 130 °C; una vez alcanzada esa temperatura empieza la 
descomposición. Inicialmente se pierden las dos moléculas de 6MQ siguiendo un proceso 
en tres etapas (Experimental: 55.8 % vs Calculado: 54.5 %). Posteriormente, el PtCl2 
obtenido empieza a descomponerse a 705°C, dejando como residuo final Pt metálico 
(esperado: 12.1 % vs encontrado: 12.0 %). 
 
 Pt(DMSO)(NQ)Cl 
En años recientes, el ligando 8-
hidroxiquinolina y sus derivados han 
despertado interés en la química medicinal. 
Sus propiedades antitumorales y 
antineoplásicas han sido evaluadas 
[386,387]. Por ejemplo, Chan y 
colaboradores, reportaron una serie de 
derivados de este ligando, entre esos 
compuestos, encontraron que el 8-hidroxi-
2-quinolinacarbaldehído tiene buena 
capacidad citotóxica in vitro sobre células de 
carcinoma humano [388]. Por otro lado, el grupo de Barilli reportó la citotoxicidad de 
complejos de coordinación de la 8-hidroxiquinolina sobre la línea celular HeLa [389]. El 
complejo de cobre de 5-cloro-7-yodo-8-hidroxiquinolina exhibe potencial anticancerígeno 
con efectos adversos menores, según los estudios de Tardito, et. al. [159]. En cuanto al 
ligando 5-nitro-8-hidroxiquinolina (Figura 6.1-2), algunos complejos de coordinación han 
sido reportados [390], pero sus actividades biológicas y en especial, su capacidad 
antitumoral, no han sido estudiadas en detalle [157,391]. Las propiedades biológicas de un 
 






complejo de Fe(III) con el ligando NQ fueron estudiadas, incluyendo su capacidad citotóxica 
y de interacción con el ADN y sobre una serie de líneas celulares tumorales [392]. 
Síntesis: Este complejo se obtuvo al agregar 0.1 mmol de Pt(DMSO)2Cl2 sobre 0.2 mmol 
de NQ y 0.2 mmol de KOH. Se produjo un sólido amarillo que fue filtrado. La solución madre 
se reservó, y después de algunos días se obtuvieron cristales aptos para la determinación 
cristalográfica de la estructura del compuesto.  
Estructura: Este complejo posee una geometría aproximadamente cuadrado plana 
alrededor del átomo de Pt(II), el cual está unido al ligando NQ a través del nitrógeno 
quinolínico y del oxígeno del grupo 8-hidroxi. La tercera y cuarta posición del entorno de 
coordinación están ocupadas por una molécula de dimetilsulfóxido (coordinada por el 
átomo de azufre) y un átomo de cloro, respectivamente. El compuesto cristaliza en el 
sistema monoclínico (P21/c), con a = 6.7297 Å, b = 24.872 Å, c = 8.1534 Å, β = 94.580 º, V 
= 1360.37 Å3 y Z = 4. 
 
Figura 6.1-3. Estructura molecular del complejo Pt(NQ)(DMSO)Cl. 
 
Ensayo de viabilidad celular en diferentes líneas. 
 
Figura 6.1-4. Efecto en la viabilidad celular del complejo Pt(NQ)(DMSO)Cl en células MCF-7, MDA-MB-231, 







Tabla 6.1-1. Valores de IC50 del complejo PtNQ en diferentes líneas celulares tratadas 
durante 24 horas. 
 MCF-7 MDA-MB-231 MG-63 A549 
PtNQ >100 48.8 ± 8.3 87.9 ± 11.1 67.7 ± 13.2 
 
 Cu(Lami)4(ClO4)2 · 3H2O 
La lamivudina es un compuesto análogo 
estructuralmente al nucleósido citidina, se 
emplea como antirretroviral en el 
tratamiento de virus como la hepatitis B o 
el VIH. Actúa sobre la transcriptasa inversa 
de los virus impidiendo la replicación de 
estos. El compuesto inhibe 
competitivamente a la enzima al competir 
por el centro activo con el nucleótido 
timina [393]. En la bibliografía, solamente se ha encontrado un reporte de un complejo de 
coordinación con este ligando, de Ru(II) con los coligandos trifenilfosfina y 2,2-bipiridina, 
sin embargo, solo se hace un análisis de la estructura cristalina del compuesto [394]. 
Síntesis: se pesaron 1.0 mmol de Lamivudina y se disolvieron en 5 mL de H2O, 
posteriormente se agregaron 0.5 mmol de CuClO4·6H2O (en 0.4 mL de H2O) bajo continua 
agitación a temperatura ambiente. Inmediatamente se formó un precipitado de color lila 
que fue centrifugado y lavado varias veces con H2O destilada. La solución sobrenadante se 
reservó y algunos días después se separaron monocristales del mismo color que fueron 
aptos para su determinación estructural por medio de Difracción de Rayos X en 
monocristal. Si bien los datos recopilados no son de buena calidad, si fue posible obtener 
la estructura del compuesto. Se hicieron medidas de microanálisis elemental que soportan 
la fórmula encontrada por DRX. Análisis elemental para CuC32H50N12O23S4Cl2 (PM: 1233.5): 
Experimental (Calculado): C, 30.58 (31.16); H, 3.96 (4.09); N, 13.22 (13.63); S, 10.62 (10.40) 
%. El complejo es muy soluble en agua. 
Estructura: El complejo cristaliza en el sistema ortorrómbico (P212121) con a = 12.0747, b 
= 24.0204 y c = 35.2766 Å, un volumen de celda unidad de 10231.6 Å3 y Z = 8. 
Cada átomo de Cu(II) está rodeado por 4 ligandos lamivudina que coordinan a través del 
nitrógeno 3 (ver la Figura 6.1-5), dando lugar a una esfera de coordinación CuN4 cuadrada 
plana. La neutralidad de cargas se logra con la presencia de dos contraiones perclorato por 
cada átomo de cobre. En la estructura cristalina, además de lo anterior, se encontró que 
existen dos unidades asimétricas, y que el segmento 1,3-oxatiolano está altamente 
desordenado en una de las cuatro lamivudinas, de una de las unidades asimétricas. Se 
observó además la presencia de una cantidad indeterminada de moléculas de agua en la 
esfera de solvatación, que no pudieron ser ubicadas espacialmente en la red cristalina, 
 






debido a un alto desorden. Para determinar la cantidad de moléculas de agua en la esfera 
de solvatación, se realizaron medidas termogravimétricas, encontrándose una pérdida de 
masa del 4.9 % por debajo de los 100°C, lo que corresponde a 3 moléculas de agua. Esto 
está de acuerdo con los resultados del análisis elemental. En la Figura 6.1-6, se presentan 
la estructura molecular del complejo. 
 
Figura 6.1-6. Estructura molecular del complejo Cu(Lami)4(ClO4)2·3H2O. 
Citotoxicidad, Ensayo del MTT: 
Se evaluó el carácter citotóxico de este complejo frente a la línea celular A549, y no se 
encontró ningún efecto sobre la viabilidad celular en el rango de concentraciones 
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